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L’integrin-linked kinase (ILK) est une protéine adaptatrice des points focaux d’adhésion 
(FAs) dont les fonctions contribuent à la régulation de plusieurs voies de signalisation 
cellulaire. L’ILK est également le constituant central du complexe tripartite PINCH-ILK-
parvine (PIP ou IPP) qui est considéré comme une plateforme multidomaine importante pour 
l’échafaudage des FAs. Le complexe PIP est également impliqué dans la stabilisation 
mécanique de l’interface entre le domaine cytoplasmique des intégrines et le cytosquelette 
d’actine et il contribue à l’intégrité des interactions entre les cellules et la matrice 
extracellulaire (MEC). La dérégulation de l'expression ou de l'activité de l'ILK a de plus été 
rapportée chez différents types de cancers, incluant le cancer colorectal. 
L’objectif de mes travaux de doctorat était de caractériser les fonctions de l’ILK dans 
l’épithélium de la muqueuse intestinale humaine normale. Nos travaux ont d’abord permis de 
mettre en évidence que l’ILK et les autres membres du complexe PIP sont détectés de façon 
prépondérante à la base des cellules épithéliales intestinales (CEIs) des cryptes de l’axe 
crypte-villosité humain, et en parallèle, dans les FAs des cellules prolifératives et 
indifférenciées des modèles de CEI humaine HIEC et Caco-2/15. Ensuite, l'utilisation d’un 
ARN interférent afin d’inhiber spécifiquement l’expression de l’ILK (siILK) à permis de 
démontrer que la réduction forcée de l’expression de l’ILK empêche la formation du 
complexe PIP chez les CEIs en culture. De plus, elle altère la prolifération, l’étalement et la 
migration chez les cellules HIEC, de même que la prolifération et le processus de restitution 
épithéliale chez les cellules Caco-2/15. Nos résultats indiquent également que la réduction 
forcée de l’expression de l’ILK entrave la capacité des cellules HIEC à assembler la 
fibronectine en MEC fibrillaire, de même que la capacité de ces cellules à développer les 
structures de l’axe intégrine-actine (p. ex. FAs de type tardif, fibres de stress ventrales 
parallèles) qui sont habituellement associées à l’acquisition du phénotype cellulaire 
contractile. Toutefois, l’adhésion sur un substrat de fibronectine exogène en condition 
d’inhibition de l’expression de l’ILK suffit pour secourir l’essentiel des altérations aux 
fonctions des cellules HIEC et Caco-2/15, mais également pour rétablir la fibrillogénèse de la 
fibronectine, l’activité de la voie RhoA/ROCK/pS19MLC et le phénotype contractile chez les 
cellules HIEC. Dans l’ensemble, ces données indiquent que la contribution principale de 
l’ILK dans l’élaboration du phénotype contractile des cellules HIEC et la régulation des 
fonctions des CEIs en culture résulte des effets fibronectine-dépendants du rôle du complexe 
PIP dans le processus de fibrillogénèse de la fibronectine. Nos données suggèrent que ce rôle 
du complexe PIP concerne spécifiquement les étapes du processus de fibrillogénèse 
permettant aux intégrines des CEIs en culture d’amorcer l’assemblage de la forme compacte 
et soluble de la fibronectine. Finalement, la corrélation entre la distribution prépondérante de 
l’ILK et ses partenaires du complexe PIP à la base des CEIs cryptales de l'axe crypte-villosité 
humain et celles de la fibronectine dans la lame basale sous-jacente propose que le complexe 
PIP possède un rôle équivalent envers la fibronectine chez les CEIs in vivo et donc que ce rôle 
soit important pour l’intégrité des interactions cellules-MEC/fibronectine régulant les 
fonctions et comportements des CEIs de la crypte intestinale humaine. 
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Introduction 
La dérégulation de l’expression ou de l'activité de l’integrin-linked kinase (ILK) chez les cellules 
épithéliales intestinales (CEIs) a précédemment été associée avec des processus tels que la 
transition épithélium-mésenchyme et la progression du cancer colorectal (Bravou et al., 2006; 
Delcommenne et al., 1998; Huang et al., 2007; Marotta et al., 2003; Novak et al., 1998; Tan et 
al., 2001; Troussard et al., 1999). Cependant, les fonctions de l'ILK dans l'épithélium de la 
muqueuse intestinale humaine saine n'ont jamais été formellement étudiées. Mon projet de 
doctorat avait pour objectif de déterminer la ou les principales fonctions de l'ILK chez les CEIs 
normales, mais également à identifier le ou les mécanismes impliqués dans ces fonctions 
potentielles. L’introduction qui suit vise donc à introduire les concepts de biologie cellulaire et 
les informations pertinentes concernant l’ILK et l’épithélium de la muqueuse intestinale, et ce, 
afin de faciliter la compréhension des travaux effectués et des résultats obtenus durant ce projet.  
 
1.1 L’axe fonctionnel matrice extracellulaire-intégrine-actine 
 
1.1.1   La matrice extracellulaire  
 
Le terme matrice extracellulaire (MEC) désigne les assemblages spécialisés de macromolécules 
extracellulaires qui sont synthétisées, déposées et remodelées par les cellules dans les différents 
tissus de l'organisme (Marieb, 1993; Vakonakis and Campbell, 2007). Chez les mammifères, 
plus de 300 types de protéines, 200 types de glycoprotéines et 30 types de protéoglycanes 
différents peuvent être intégrés dans la MEC (Hynes and Naba, 2012). C’est donc la constitution 
et l’organisation spatio-temporelle spécifique de ce type de matériel biologique qui en détermine 
les propriétés structurales, biochimiques et biomécaniques.  
 De façon générale, la majeure partie de l’espace occupé par la MEC dans les tissus 
conjonctifs est rempli par la substance fondamentale. Ce type particulier de MEC forme un gel 
hydraté riche en glycoaminoglycanes (p. ex. N-acetylglucosamine, acide hyaluronique), en 
protéoglycanes (p. ex. décorine, syndécan) et en réseaux de protéines fibrillaires (p. ex. 
fibronectine, collagène I/III). Ce gel s’interpose physiquement entre les cellules (p. ex. cellules 
de types fibroblastiques) et les structures des tissus conjonctifs, tout en permettant aux 
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nutriments et autres facteurs solubles (p. ex. hormones et facteurs de croissance) de diffuser en 
milieu aqueux. L’axe vertical de la MEC des tissus conjonctifs lâches spécialisés de type lamina 
propria des muqueuses de l’organisme (p. ex. la lamina propria de la muqueuse intestinale) 
comprend habituellement deux compartiments distincts et juxtaposés qui sont ancrés 
physiquement l’un à l’autre. Il y a d’abord la matrice interstitielle dont la composition se 
rapproche de celle de la substance fondamentale et qui détermine les propriétés structurales et 
biomécaniques des muqueuses (Beaulieu, 1997; Powell et al., 2011). Puis, il y a la lame basale 
qui est un mince feuillet spécialisé de la MEC superposé à la matrice interstitielle et qui forme 
l’interface entre la lamina propria et le pôle membranaire basal des cellules épithéliales 
(Beaulieu, 1997; Kruegel and Miosge, 2010). Il a notamment été démontré que les différentes 
macromolécules formant la lame basale de la muqueuse intestinale sont exprimées soit par les 
cellules épithéliales uniquement (p.ex. sulfate d’héparane), soit par les cellules de la lamina 
propria telles que les myofibroblastes sous-épithéliaux (p. ex. collagène IV, ténascine) ou encore 
conjointement par les cellules de ces deux compartiments (p. ex. fibronectine, laminines) 
(Beaulieu, 1997). De plus, ces mêmes macromolécules peuvent être associées exclusivement à la 
lame basale épithéliale (constituants exclusifs, p. ex. laminines, collagène IV) ou associées 
simultanément à la lame basale et à la matrice interstitielle (constituants non exclusifs, p. ex. 
fibronectine, collagène VI et tenascine). 
 La modulation spatio-temporelle des interactions cellule-MEC dans un tissu particulier 
constitue l’un des principaux pivots — à la fois instructifs et permissifs — renseignant les 
cellules sur le répertoire des activités (p. ex. profil d’expression génomique) et comportements 
(p. ex. survie, prolifération, migration, différenciation) qu’elles doivent exécuter afin d’assurer le 
développement, le renouvellement et les fonctions spécifiques de ce tissu (Beaulieu, 1997; 
Labat-Robert, 2011; Reinhart-King, 2011). Par exemple, en plus des propriétés structurales de la 
matrice interstitielle qui sont importantes pour l’architecture des épithéliums, il est généralement 
reconnu que l’adhésion des cellules épithéliales sur la fibronectine et le collagène (p. ex. 
collagène IV et VII) de la lame basale stimulent la prolifération et la migration, alors que 
l’adhésion sur les laminines favorise la polarisation basale/apicale et la différenciation épithéliale 
(Beaulieu, 1997; Gilcrease, 2007; Kruegel and Miosge, 2010; Schwartz, 2010).  
 La fibronectine est une protéine structurale abondante de la MEC qui s’est avérée 
particulièrement importante pour mes travaux chez les cellules épithéliales intestinales (CEIs). 
 3 
Cette glycoprotéine est constituée de plusieurs modules globulaires de type feuillet β désignés 
comme les domaines fibronectines de type I (FNI de 1 à 12), de type II (FNII 1 et 2) et de type 
III (FNIII de 1 à 15), ainsi que par trois autres domaines désignés modules extra « A » (EIIIA), 
« B » (EIIIB) et région variable « V » (V) (Singh et al., 2010). Les modifications dans 
l’expression de ces domaines par l’épissage alternatif du gène unique de la fibronectine génèrent 
une vingtaine d’isoformes différentes de cette dernière chez l’humain (Kornblihtt et al., 1996; 
Leiss et al., 2008). Deux types majeurs de fibronectine peuvent être exprimés par les cellules, 
soit d’une part la fibronectine plasmatique qui est libérée sous une forme compacte et soluble 
dans la circulation sanguine par les hépatocytes (Maurer et al., 2010; Singh et al., 2010). Ce type 
particulier de fibronectine sert principalement à la formation des thrombus sanguins avec le 
fibrinogène (Wang et al., 2014), mais peut également être assemblée dans la MEC des tissus 
(Moretti et al., 2007). Puis, il y a la fibronectine cellulaire qui est exprimée sous une forme 
compacte et soluble et assemblée en MEC fibrillaire par différents types cellulaires (p. ex. 
cellules épithéliales et fibroblastiques) (Hocking et al., 2000; Schwartz, 2010). L’assemblage de 
la fibronectine en réseau fibrillaire est typiquement déterminant pour les propriétés biochimiques 
et biomécaniques (rigidité vs élasticité) de la MEC. Pour cette raison, le processus de 
fibrillogénèse de la fibronectine (ce processus sera décrit en détail à la section 1.1.10) est crucial 
pour la régulation des nombreux processus cellulaires impliqués dans le développement, le 
maintien et la réparation des tissus (Glukhova and Thiery, 1993; Schwarzbauer and DeSimone, 
2011). Dans la muqueuse intestinale normale des mammifères par exemple, la fibronectine est 
principalement détectée dans la MEC de la lamina propria du compartiment cryptal, mais 
également dans la lame basale supportant l’adhésion et les fonctions des CEIs prolifératives de 
ce compartiment (Beaulieu, 1992; Gagne et al., 2010; Quaroni et al., 1978). À l’inverse, 
l’assemblage aberrant de la fibronectine fibrillaire lors de certaines affections pathologiques 
telles que le cancer colorectal peut être associé à une vascularisation anormale et la formation de 






1.1.2 Les intégrines  
 
Les intégrines sont une famille de glycoprotéines transmembranaires agissant en tant que 
principaux récepteurs cellulaires pour les protéines de la MEC (Hynes, 2002). Chacune des 
intégrines forme un hétérodimère composé d’une sous-unité  et d’une sous-unité  liées de 
façon non covalente. Structurellement, la « tête » des intégrines constituée par la demi N-
terminale extracellulaire des sous-unités α et β est supportée par les deux « jambes » des 
intégrines (une pour chaque sous-unité). La tête et les jambes forment ensemble la plus grande 
portion des intégrines et les jambes sont ancrées dans la membrane plasmique par un domaine 
transmembranaire d’environ 30 acides aminés. Les intégrines possèdent également un court 
domaine cytoplasmique ( 50 acides aminés, à l’exception de la sous-unité β4  1000 acides 
aminés) sur lequel se trouve l’essentiel des sites d’interactions permettant l’élaboration d’un lien 
physique et fonctionnel entre les intégrines et le réseau de filaments d'actine (Gardel et al., 2010). 
Toutefois, c’est la tête de chacun des hétérodimères qui permet la liaison au ligand 
extracellulaire (Barczyk et al., 2010). Dans ce cas, la capacité d’une intégrine particulière à 
reconnaître certains ligands d’une même famille plutôt que d’autres dépend principalement de 
l’organisation et de la composition précise des domaines peptidiques spécifiques (p. ex. les 
domaines αI/A et βI/A des sous-unités α et β respectivement) composant sa tête (Barczyk et al., 
2010; Gahmberg et al., 2009). Cette spécificité des intégrines pour leurs ligands permet d’ailleurs 
de classer les 24 hétérodimères identifiés chez les mammifères en quatre groupes principaux  
(Barczyk et al., 2010; Hynes, 2002) (Figure 1) : un premier pour les intégrines α5β1, α8β1, 
αVβ1, αVβ3, αVβ5, αVβ6, αVβ8 et αIIbβ3 qui reconnaissent la séquence peptidique Arg-Gly-
Asp (RGD) présente dans certaines protéines de la MEC (p. ex. fibronectine, fibrinogène, 
ténascine, vitronectine); un deuxième pour les intégrines α3β1, α6β1, α6β4 et α7β1 qui 
reconnaissent différents sites d’interactions présents chez les protéines de la famille des 
laminines (p. ex. le domaine LG1-3 en C-terminal); un troisième pour les intégrines α1β1, α2β1, 
α10β1 et α11β1 capables de lier la séquence peptidique Gly-Phe-hydroxyPro-Gly-Glu-Arg 
(GFOGER) exprimée dans certains membres des collagènes (p. ex. collagène I, II, IV,VI et IX); 
un dernier pour les intégrines α4β1, α4β7, α9β1, αDβ2, αEβ7, αLβ2, αMβ2, αXβ2 qui sont 
presque exclusivement exprimées chez les leucocytes et qui reconnaissent une variété de ligands 
cellulaires (p. ex. Intercellular adhesion molecule (ICAM) -1, -2, -3, -5, E-cadherine).
 
 
Figure 1:  Hétérodimères αβ des intégrines 
 
Classification schématique des 24 hétérodimères αβ des intégrines selon leurs ligands 
principaux, soit : 1) la séquence peptidique RGD de certains constituants de la MEC telles que 
la fibronectine et la vitronectine (RGD, section bleu foncée), 2) les membres de la famille des 
laminines (laminines, section bleu turquoise), 3) la séquence peptidique Gly-Phe-hydroxyPro-
Gly-Glu-Arg (GFOGER) retrouvée chez certains membres de la famille des collagènes 
(collagènes, section rouge) et 4), les intégrines se liant à d’autres ligands et qui sont exprimées 
principalement par les leucocytes (autres ligands, section jaune). Les sous-unités exprimées 
par les CEIs de l’axe crypte-villosité dans un contexte cellulaire normal et les sous-unités 
exprimées par les CEIs dans des contextes cellulaires particuliers (p. ex. développement, 
cultures cellulaires, pathologies) sont identifiées par différents types de pointillés sur la figure 
(Beaulieu, 2010; Lussier et al., 2000; Stutzmann et al., 2000). Schéma original,  D. Gagné, 





















 Comme pour les constituants de la MEC, l’expression des intégrines peut-être régulée de 
façon spatio-temporelle chez les cellules des différents tissus de l’organisme (Beaulieu, 1997; 
Lussier et al., 2000). De plus, l’activité des intégrines n’est pas constitutive et il est généralement 
considéré que les sous-unités α et β des hétérodimères s’assemblent dans le réticulum 
endoplasmique et conservent ensuite une conformation repliée inactive jusqu’à leur activation 
dans la membrane plasmique (Tiwari et al., 2011). Deux grandes catégories de mécanismes 
permettent de réguler l’activité et les fonctions des intégrines au niveau de la membrane 
plasmique. Il y a d’abord les mécanismes de type outside-in qui sont stimulés par les interactions 
entre les intégrines et leurs ligands extracellulaires. Puis, il y a les mécanismes de type inside-out 
qui contrôlent l’affinité et l’avidité des intégrines pour ces mêmes ligands grâce aux interactions 
et la modulation de la conformation de leur domaine cytoplasmique (Campbell and Humphries, 
2011; Carman and Springer, 2003; Ginsberg, 2014). Le modèle le plus accepté de type inside-out 
est le modèle switchblade qui propose trois conformations différentes des intégrines, soit 
« repliée » (bent), « allongée » (extended) et « allongée tête ouverte » (extended with an open 
headpiece) correspondant respectivement aux états « inactif », « activé » et « lié/engagé » de ces 
récepteurs (Askari et al., 2009; Campbell and Humphries, 2011). Selon ce modèle, la 
conformation repliée limite la disponibilité de la plupart des sites d’interactions des domaines 
cytoplasmiques et extracellulaires des intégrines. La déformation intrinsèque variable de cette 
conformation permet néanmoins le recrutement éventuel des protéines adaptatrices taline et 
kindline respectivement sur les motifs NPxY (proximal de la membrane) et NxxY (distal) de la 
queue cytoplasmique de la sous-unité β des hétérodimères (Legate and Fassler, 2009; Morse et 
al., 2014; Moser et al., 2009). Ces interactions induisent la présentation d’autres sites 
d’interactions sur la queue cytoplasmique et permettent le déploiement de la portion 
extracellulaire des intégrines en conformation « allongée ». Dans cette conformation, les 
intégrines possèdent une grande affinité envers leurs ligands et sont en mesure d’engager 
l’échafaudage du lien physique entre leur domaine cytoplasmique et les microfilaments d’actine 
(Askari et al., 2009).  Finalement, un dernier modèle de l’activation des intégrines nommé 
deadbolt suggère que l’ouverture et l’activation des intégrines se produisent suite aux 
interactions entre le ligand et la portion extracellulaire des intégrines (Xiong et al., 2003). 
Toutefois, la nécessité pour les intégrines d’être engagées ou non à un ligand pour se regrouper 
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agrégats (clustering) et intégrer les structures d’adhésion semble variable en fonction du type 
d’intégrine, ainsi que des modèles cellulaires étudiés (Askari et al., 2009; Luo et al., 2007).  
 
1.1.3 Interactions du domaine cytoplasmique des intégrines 
 
Plusieurs des étapes du processus d’activation des intégrines sont contrôlées par des mécanismes 
actifs (p. ex. phosphorylation) qui sont eux-mêmes régulés par les voies de signalisation 
stimulées par les sites d’adhésion cellule-MEC et cellule-cellule préétablis et/ou d’autres types 
de récepteurs transmembranaires (p. ex. les récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK) et les 
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)) (Gasparski and Beningo, 2015; Ginsberg, 2014; 
Streuli and Akhtar, 2009; Winograd-Katz et al., 2014). Le court domaine cytoplasmique des 
intégrines possède essentiellement tous les sites d’interactions permettant d’élaborer et de réguler 
la dynamique structurale et fonctionnelle des principales structures d’adhésion de l’axe MEC-
intégrine-actine, soit les complexes focaux (FXs), les points focaux d’adhésion (FAs) et les 
complexes d’adhésion fibrillaires (FBs) (Gardel et al., 2010; Geiger and Yamada, 2011). Legate 
et Fassler (2009) classent les protéines pouvant s'associer directement à l’une ou l’autre des 
différentes sous-unités β des intégrines en trois catégories fonctionnelles distinctes (Legate and 
Fassler, 2009). Les protéines adaptatrices structurales (p. ex. taline, tensine, α-actinine) peuvent 
lier simultanément les intégrines et les microfilaments d'actine. Les protéines adaptatrices 
d’échafaudages (p. ex. kindline, paxilline, ILK, PINCH, parvine) procurent plusieurs sites de 
liaison protéine-protéine. Finalement, les protéines adaptatrices possédant des fonctions 
catalytiques (p. ex. FAK, Src) permettent d’amorcer et de moduler les cascades signalétiques 
régulant la dynamique des sites d'adhésion des intégrines (Legate and Fassler, 2009). 
 La plupart des interactions cytoplasmiques des intégrines sont médiées par trois motifs 
peptidiques distincts conservés sur l'extrémité C-terminale des différentes sous-unités β (à 
l’exception de β4 et β8) (Legate and Fassler, 2009). D’abord, il y a le motif His-Asp-Arg-Arg 
(HDRR) qui est localisé à proximité du domaine transmembranaire de la sous-unité β. Pour les 
intégrines inactives en conformation repliée, ce motif est inhibé par un lien ionique entre le 
domaine cytoplasmique des sous-unités α et β. L’association de la taline avec la sous-unité β des 
intégrines permet de briser ce lien et d’initier l’échafaudage des FXs et des FAs en rendant le 
motif HDRR des intégrines accessible à la paxilline, ainsi qu’aux protéines-tyrosine kinases 
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FAK et Fyn (Huveneers and Danen, 2009; Legate and Fassler, 2009; Legate et al., 2009). 
Ensuite, tel que nous l’avons abordé précédemment, les motifs NPxY et NxxY (où Y est un 
résidu tyrosine) de la sous-unité β servent de sites d’association directe pour les protéines 
adaptatrices des FAs contenant des domaines de liaison aux phosphotyrosines de type « PTB » 
(p. ex. taline, tensine, Kindline 2 et 3, Shc) (Legate and Fassler, 2009; Legate et al., 2009; Morse 
et al., 2014). L’association entre les motifs NPxY et NxxY des intégrines et les protéines 
adaptatrices dépend principalement de la phosphorylation des résidus tyrosines de ces motifs par 
les kinases de la famille Src (SFK; p. ex. Src, Fyn, Yes, Syk). Toutefois, l’affinité des motifs 
NPxY et NxxY pour leurs ligands spécifiques peut être modulée par le jeu de phosphorylation 
(par la protéine kinase C epsilon (PKC) et la kinase AKT) et de déphosphorylation (par 
les protéines phosphatases de la classe 2A (PP2A)) des résidus sérines (S) et thréonines (T) 
retrouvées entre ces deux motifs (p. ex. S785, T788 et T789 de β1). L’affinité du motif NxxY est 
également modulée par les interactions locales entre le domaine PTB des protéines adaptatrices 
(p. ex. taline, tensine) et les phosphoinositides de la membrane plasmique tels que 
principalement le phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PI(3,4,5)P3). Ce type particulier de 
phosphoinositide est synthétisé par les enzymes de la classe phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-
K) associées aux sites d’adhésion des intégrines. L’activation de la PI3-K stimule également le 
recrutement membranaire des protéines adaptatrices possédant un domaine homologue de la 
pleckstrine (domaine PH) (p. ex. Kindline, DOK1, SOS1). Par exemple, le recrutement de la 
kindline-2 dans les FAs nécessite la participation du domaine PH de cette protéine et s’effectue 
en coopération avec le complexe PINCH-ILK-Parvine (Fukuda et al., 2014; Huet-Calderwood et 
al., 2014; Rognoni et al., 2016). Or, il a été suggéré que le recrutement de la kindline-2 dans les 
FAs de podocytes rénaux en culture induit les interactions optimales entre la taline, le domaine 
cytoplasmique des intégrines et les domaines membranaires riches en phosphoinositides (Qu et 
al., 2011). Ces interactions seraient ainsi essentielles pour l’activation des intégrines et 
l’assemblage de la MEC de fibronectine chez ces cellules, mais également chez d’autres types 
cellulaires (Qu et al., 2011; Rognoni et al., 2016). Finalement, la modulation de l’expression 
et/ou de l’activité des partenaires extracellulaires (p. ex. uPAR) et membranaires (p. ex. 
caveoline, syndécan, EGFR, récepteurs Eph) des intégrines régulent également la dynamique des 
interactions entre les constituants des sites d'adhésion cellule-MEC et les intégrines (Cabodi et 
al., 2010; Legate et al., 2009; Parton and Simons, 2007; Smith and Marshall, 2010). 
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1.1.4 Régulation mécanodépendante des interactions cytoplasmiques des intégrines 
 
Les voies de mécanotranductions cellulaires permettent de convertir les informations provenant 
d’événements mécaniques en signaux biochimiques intégrés aux cascades signalétiques 
(Gasparski and Beningo, 2015; Moore et al., 2010). Par exemple, il est connu que les stress 
mécaniques qui sont appliqués sur les cellules par l’environnement (p. ex. déformation 
mécanique des cellules dans les tissus) contribuent à la régulation de l’activité de certaines 
protéines kinases (p. ex. FAK et Src) et GTPases (p. ex. Rho GTPase) via leurs effets sur la 
régulation mécanodépendante de l’axe MEC-intégrine-actine et des canaux ioniques (Lessey et 
al., 2012; Moore et al., 2010). Le développement de la tension isométrique au sein de l’axe 
MEC-intégrine-actine par le mouvement rétrograde des filaments d’actine dans les structures 
d’actomyosine contractile des fibres de stress (voir la section 1.1.6 pour plus de détails sur les 
filaments d’actine, l’actomyosine et les fibres de stress) permet également de modifier l’activité 
et la dynamique des interactions des éléments mécanosensibles qui sont directement ou 
indirectement associées au domaine cytoplasmique des intégrines. Par exemple, la tension 
appliquée sur les intégrines des FAs est essentielle afin que la taline expose ses nombreux sites 
d’interactions cryptiques pour la vinculine (et d’autres protéines) (del Rio et al., 2009; Hytonen 
and Wehrle-Haller, 2015) et afin que la protéine adaptatrice p130Cas soit étirées et présente les 
motifs YXXP qui sont ciblés par les kinases de la famille Src (Sawada et al., 2006). De plus, il a 
été suggéré que l’augmentation initiale de la tension appliquée par les filaments d’actine lors des 
étapes précoces de la formation des sites d’adhésion des intégrines contrôle l’orientation de la 
taline associée au motif NPLY (NPxY) de la sous-unité β3 des intégrines afin de lui permettre 
d’interagir avec un autre motif (EFxxF) des intégrines (Hytonen and Wehrle-Haller, 2015; Saltel 
et al., 2009). Ce mécanisme serait impliqué dans le recrutement initial de la paxilline sur le motif 
NPLY, et ce, afin de réguler l’étalement et les processus de mécanosensation cellulaires 
(Hytonen and Wehrle-Haller, 2015; Pinon et al., 2014). La paxilline ainsi recrutée serait elle-
même impliquée dans l’engagement initial de la kinase FAK menant à la formation du complexe 
Src-FAK (Hytonen and Wehrle-Haller, 2015). Or, les travaux de Zaidel-Bar et coll. (2007) 
suggèrent que la régulation mécanodépendante du complexe FAK-Src serait déterminante pour 
la régulation du jeu de phosphorylation des résidus Y31 et Y118 de la paxilline servant au 
contrôle de l’assemblage et du démantèlement des FXs, FAs et FBs (Zaidel-Bar et al., 2007). En 
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terminant, soulignons que la permutation de la taline pour la tensine sur le domaine 
cytoplasmique de l’intégrine α5β1 lors de la ségrégation des FBs (voir la section 1.1.10 pour plus 
de détails sur le processus de formation des FBs) dépend des forces de tension élevée développée 
par les fibres de stress au sein de l'axe MEC-intégrine-actine (Katz et al., 2000; Rankin et al., 
2013).  
 
1.1.5 L’integrine-linked kinase  
 
L’existence de l’integrin-linked kinase (ILK) a été rapportée pour la première fois en 1996 par 
une étude de Hannigan et coll. qui décrivait alors la découverte d’une sérine/thréonine kinase 
ubiquitaire s’associant au domaine cytoplasmique de la sous-unité β des intégrines et contribuant 
à la signalisation de type outside-in (Hannigan et al., 1996). Cependant, près d’une vingtaine 
d’années après la publication des travaux originaux de Hannigan et coll. (1996), le site 
d’interaction directe de l’ILK sur le domaine cytoplasmique des intégrines n’a toujours pas été 
formellement identifié et selon plusieurs évidences actuelles le domaine kinase putatif de l’ILK 
serait dépourvu de réelle capacité enzymatique (Fukuda et al., 2011). Néanmoins, il est 
maintenant bien établi que l’ILK agit principalement comme une protéine adaptatrice des 
structures d’adhésion de type FA et que ses fonctions contribuent à la régulation des principaux 
processus et comportement cellulaire (Qin and Wu, 2012; Widmaier et al., 2012).  
L’ILK est une protéine de 452 acides aminés formée de trois domaines principaux soit : un 
domaine formé par cinq répétitions de type ankyrine formant son segment N-terminal, un 
domaine central de type pleckstrine homologue (PH) et finalement un domaine analogue au 
domaine kinase des protéines-sérine/thréonine kinases sur son segment C-terminal (Legate et al., 
2006). Toutefois, certains travaux suggèrent que le domaine PH qui avait originalement été 
prédit pour être phosphorylé par la PI3-K serait au bout du compte non fonctionnel pour lier le 
phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate et qu’il ferait partie intégrante du domaine kinase de 
l’ILK (Fukuda et al., 2009; Zhang et al., 2002). Qui plus est, comme nous l'avons mentionné la 
capacité enzymatique du domaine sérine/thréonine kinase de l’ILK demeure toujours un sujet de 
controverse. En effet, l’équipe du Dr S. Dedhar à l’origine de la découverte de l’ILK continue de 
soutenir l’authenticité de ce domaine (Hannigan et al., 2011; Maydan et al., 2010; Serrano et al., 
2013). Cependant, le domaine kinase atypique de l’ILK ne possède pas certains des résidus 
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critiques des domaines sérine/thréonine kinases conventionnels (Lynch et al., 1999; Wickstrom 
et al., 2010b). De plus, de nombreuses études ont été incapables de démontrer que l’ILK est en 
mesure de phosphoryler directement ses substrats présumés (p.ex. AKT, GSK-3) ou la nécessité 
de ses fonctions enzymatiques putatives chez les invertébrés et les mammifères (Fukuda et al., 
2009; Grashoff et al., 2003; Lange et al., 2009; Lynch et al., 1999; Mackinnon et al., 2002; Sakai 
et al., 2003b; Zervas et al., 2001). Dans un tel contexte, la majorité des revues de littérature 
récentes concernant l’ILK considère cette dernière comme une pseudokinase (Dagnino, 2011; 
Ghatak et al., 2013; Qin and Wu, 2012; Wickstrom et al., 2010b; Widmaier et al., 2012). Cette 
classe regroupe les protéines détenant un domaine kinase analogue à celui des kinases classiques, 
mais qui ne détiennent pas d’activité enzymatique intrinsèque (p. ex. Stradd, HER3, CASK) 
(Boudeau et al., 2006; Rajakulendran and Sicheri, 2010). Ainsi, les effets de l’expression des 
constructions « kinase inactive » utilisées dans plusieurs études en tant que dominants négatifs 
des fonctions kinases de l’ILK s’expliquent vraisemblablement par l'altération des interactions 
avec les partenaires habituelles de l’ILK type sauvage (Wickstrom et al., 2010b).  
 La translocation de l’ILK vers les intégrines des sites d’adhésion cellules-MEC dépend de 
la formation du complexe hétérotrimérique PINCH-ILK-parvine (complexe PIP ou IPP) (Boulter 
and Van Obberghen-Schilling, 2006; Zhang et al., 2002). Ce complexe se forme suite à 
l’association de PINCH-1 ou PINCH-2 sur le domaine de répétitions ankyrines de l’ILK et de 
l’un des trois membres des parvines (α-parvine, β-parvine ou -parvine) sur le domaine 
sérine/thréonine kinase analogue de l’ILK (Chiswell et al., 2010; Wickstrom et al., 2010b). Les 
deux membres de la famille de protéines adaptatrices PINCH sont constitués de cinq domaines 
d’interactions protéine-protéine LIM, tandis que les trois membres des protéines adaptatrices 
parvines contiennent chacun une paire de domaines d’interactions de type calponin homolog 
(CH) (Kovalevich et al., 2011; Sepulveda and Wu, 2006). Chacun des membres des protéines 
PINCH et parvines est codé par un gène différent (Braun et al., 2003; Korenbaum et al., 2001; 
Sepulveda and Wu, 2006). L’expression de PINCH-1, de l’α-parvine (également nommée CH-
ILKBP et actopaxine) et de la β-parvine (également nommée affixine) est pratiquement 
constitutive chez les différents types cellulaires de mammifères. Celle de PINCH-2 est plus 
restreinte et celle de la -parvine est principalement détectée chez les cellules du système 
hématopoïétique. Ainsi, il est généralement considéré que les cellules de mammifères expriment 
plus d’un sous-type du complexe PIP (p. ex. P1-ILK-αP, P1-ILK-βP, P2-ILK-αP, etc.) et que ces 
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sous-types peuvent être impliqués dans des fonctions cellulaires spécifiques et communes 
(Sepulveda and Wu, 2006; Shi et al., 2008).  
 Il est typiquement considéré que l’essentiel de la population cellulaire de l’ILK et des 
protéines PINCH et parvines participe au complexe PIP et que ce complexe permet de préserver 
ces protéines d’être dégradées par les voies du système ubiquitine-protéasome (Qin and Wu, 
2012; Wickstrom et al., 2010b; Widmaier et al., 2012). Cependant, les travaux de Sandfort et 
coll. (2010) ont établi que le degré de corrélation entre les niveaux cellulaires des membres du 
complexe PIP chez les cellules en culture dépend avant tout du modèle cellulaire et que cette 
corrélation est généralement plus faible chez les lignées cellulaires cancéreuses (Sandfort et al., 
2010). De plus, les mécanismes exacts permettant de réguler la formation, la stabilité et la 
localisation cellulaire de l’hétérotrimère PIP chez les cellules de mammifères demeurent toujours 
peu connus. Néanmoins, il a été démontré par différentes études que ces mécanismes peuvent 
être régulés par le Transforming growth factor β1 (TGF-β1) (Jung et al., 2007), qu’ils dépendent 
de l’activation des kinases de la famille PKC (Zhang et al., 2002) et qu’ils sont modulés par les 
kinases de la famille Src, PAK, AKT, PI3-K et ERK1 (Acconcia et al., 2007; Attwell et al., 
2003; Camacho-Leal et al., 2007; Clarke et al., 2004; Delcommenne et al., 1998; Pignatelli et al., 
2012; Yang et al., 2005; Zervas et al., 2011; Zhang et al., 2002). Il semble également que 
l’association entre l’ILK et les parvines soit régulée par le jeu de phosphorylations de ces 
protéines (Clarke et al., 2004; Fukuda et al., 2009; Nikolopoulos and Turner, 2002) et que la 
protéine chaperonne Hsp-90 stabilise l’association entre l’ILK et l’α-parvine afin de préserver 
l’ubiquitination de l’ILK par l’ubiquitine-ligase CHIP (Radovanac et al., 2013).  
 Par ailleurs, PINCH1/2 et l’ILK — qui possèdent respectivement une et deux séquences de 
localisation nucléaire — sont également rapportées pour localiser dans le nucléoplasme cellulaire  
(Kovalevich et al., 2011; Nakrieko et al., 2008a). Une étude par Acconcia et coll. (2007) révèle à 
ce sujet que le jeu des phosphorylations des résidus thréonine-173 et sérine-246 de l’ILK par la 
kinase PAK1 est important afin de réguler la localisation de l’ILK entre le nucléoplasme, le 
cytoplasme et les sites membranaires d’adhésion cellule-MEC du modèle cellulaire MCF-7 
(Acconcia et al., 2007). Puis, une autre étude effectuée par Nakrieko et coll. (2008) indique que 
la translocation nucléo-cytoplasmique de l’ILK chez des cultures de kératinocytes indifférenciées 
dépend de 1) l'association entre l’ILK et la protéine de la famille des exportines CRM1 
(Figure 2) et 2) de l’activité catalytique de la phosphatase de l’ILK nommée integrin-linked 
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kinase-associated serine/threonine phosphatase 2C (ILKAP ; Figure 2) (Nakrieko et al., 
2008a). L’ILK a également été identifiée dans le centrosome de certains modèles cellulaires 
cancéreux (p. ex. Hela) (Lim et al., 2013). Ces sous-populations centrosomiques de l’ILK sont 
distinctes de celles impliquant le complexe PIP et participeraient à la formation de deux autres 
complexes tripartites. Un premier avec l’hélicase de l’ADN Ruvb-like 1 (RUVBL1) et avec l’α-
tubuline (Figure 2) (Dobreva et al., 2008). Il a été suggéré que ce complexe soit impliqué dans le 
transport nucléo-cytoplasmique de la β-caténine et qu'il contribuerait au maintien de l'intégrité 
structurale de l’enveloppe nucléaire. L'ILK forme un deuxième complexe centrosomique avec les 
protéines ch-TOG et TACC3 (Figure 2) (Fielding et al., 2011; Lim et al., 2013). Pour sa part, ce 
complexe a été identifié pour induire la phosphorylation de TACC3 par la kinase Aurora-A lors 
de la formation du fuseau mitotique chez les cellules cancéreuses et il a été suggéré qu'il pourrait 
avoir un rôle analogue durant la mitose des cellules normales (Fielding et al., 2008a; Fielding et 
al., 2011; Lim et al., 2013). 
 D’autre part, une étude phylogénétique des constituants des sites d’adhésion des intégrines 
par Sebe-Pedros et coll. (2010) révèle que les membres du complexe PIP sont exprimés chez tous 
les organismes métazoaires, de même que chez certains organismes eucaryotes inférieurs tels que 
ceux du règne des mycètes. D'après ces auteurs le complexe PIP serait l’un des premiers 
assemblages de protéines adaptatrices à s’être associé avec les intégrines au cours de l’évolution 
(Sebe-Pedros et al., 2010). Le complexe PIP agit comme un complexe d’échafaudage important 
des sites d’adhésion des intégrines et il peut s’associer avec une grande variété de partenaires via 
les interactions directes et indirectes de ses membres (Figure 2) (Qin and Wu, 2012). Parmi les 
partenaires du complexe PIP dans les FAs on retrouve : 1) des protéines adaptatrices et 
structurales (p. ex. paxilline, tensine, kindline, IQGAP1, Rsu-1), 2) des Rho GEF et GAP (p. ex. 
TESK1, cdGAP, α/β-PIX), 3) des protéines pouvant s’associer à l’actine (p. ex. thymosine β4, α-
actinine, myopodine) et 4) des protéines kinases (p. ex. c-Src) et phosphatases (p. ex. PP1α) (Qin 
and Wu, 2012; Widmaier et al., 2012). Les deux partenaires les plus notables du complexe PIP 
sont plausiblement la kindline (kindline-2) et la paxilline (Figure 2), puisque ces deux protéines 





Figure 2:    Intéractome de l’ILK et du complexe PIP 
 
Schéma présentant les principales interactions de l’ILK et de ses partenaires PINCH1/2 et 
α/β-parvine dans le complexe d’échafaudage PIP. Parmi les partenaires du complexe PIP dans 
les points focaux d’adhésion on retrouve les sous-unités β1 et β3 des intégrines (en noir), des 
protéines adaptatrices et structurales (en bleu), des Rho GEF/GAP (en rose), des protéines 
associées à l’actine (en mauve) et des protéines kinases et phosphatases (en vert). On y 
retrouve également la protéine OspE (en noir) qui est exprimée par la bactérie pathogène de 
l’intestin Shigella flexneri et qui détourne les fonctions de l’ILK dans le but de renforcer 
l’adhésivité des CEIs infectées et d’empêcher leur élimination normale. La phosphatase 
ILKAP et l’exportine CRM1 (en gris) qui régulent la localisation nucléo-cytoplasmique de 
l’ILK, de même que les protéines ch-TOG et RUVBL1 (en gris) qui interagissent avec l’ILK 
(hors du complexe PIP) dans le centrosome sont également indiquées sur le schéma (Dobreva 
et al., 2008; Lim et al., 2013; Qin and Wu, 2012; Wickstrom et al., 2010; Widmaier et al., 






















 Les deux domaines CH des parvines sont impliqués dans les interactions de ces protéines 
avec l’ILK et la paxilline et forment ensemble un site de liaison pour les microfilaments d'actine 
(Fukuda et al., 2009; Lorenz et al., 2008; Sjoblom et al., 2008; Stiegler et al., 2012; Wang et al., 
2008b). En ce sens, des travaux ayant étudié les fonctions de l’ILK et de ses partenaires chez les 
modèles génétiques du ver nématode (C. elegans) et de la mouche drosophile (D. melanogaster) 
ont démontré que l’expression de l'ILK est impliquée dans la stabilisation mécanique de 
l’interface entre le domaine cytoplasmique des intégrines et l'actine-F des cellules musculaires de 
ces organismes (Lin et al., 2003; Mackinnon et al., 2002; Norman et al., 2007; Zervas et al., 
2001). Conformément à ces travaux, une fonction équivalente pour l’ILK a été identifiée lors des 
premières étapes du développement de la souris (cellules de l’épiblaste) (Sakai et al., 2003b) et 
pour le complexe PIP chez des fibroblastes embryonnaires de rein de ce même mammifère 
(Stanchi et al., 2009). Ainsi, il est maintenant généralement considéré que le complexe PIP est un 
constituant essentiel de la stabilité de l’interface intégrine/actine des FAs chez les cellules de 
mammifères et que cette fonction explique le rôle du complexe PIP dans la formation des FBs et 
l'assemblage de la fibronectine (Ghatak et al., 2013; Stanchi et al., 2009). Toutefois, ce rôle du 
complexe PIP pourrait ne pas être constitutif ou essentiel chez tous les types cellulaires des 
organismes supérieurs. En effet, plutôt qu’un détachement entre l’actine et les intégrines, c’est un 
détachement entre la membrane plasmique et la MEC qui est rapporté chez les cellules 
musculaires de deux modèles de vertébrés différents déficients pour l’expression de l’ILK, soit la 
souris et le poisson-zèbre (Postel et al., 2008; Wang et al., 2008a). De plus, une étude effectuée 
chez différents modèles cellulaires de mammifères (p. ex. CHO, HEK 293T et MEF) à 
récemment identifié que les interactions entre l’ILK (dans le complexe PIP) et la kindline-2 
permettent l’activation de l’intégrines α5β1 (Huet-Calderwood et al., 2014). Or, il est bien établi 
dans la littérature que l’intégrine α5β1 est la principale intégrine formant les FBs responsables de 
l'assemblage de la fibronectine fibrillaire (Singh et al., 2010). Considérant ces dernières 
informations, il est indiqué d’envisager qu’en plus des fonctions déjà établies du complexe PIP 
pour la stabilisation de l’interface intégrine-actine, d’autres fonctions de ce complexe pourraient 
également contribuer à la formation des FBs et à la fibrillogénèse de la fibronectine chez les 
cellules des vertébrés. 
 Dans le même ordre d’idée, il existe des observations contradictoires dans la littérature 
concernant les fonctions de l’ILK et/ou du complexe PIP dans la régulation des comportements 
 16 
et fonctions cellulaires (p. ex. prolifération vs différenciation) (Dagnino, 2011; Eke et al., 2009). 
Par exemple, alors que l’expression de l’ILK et/ou de ses partenaires habituels chez des modèles 
de cellules endothéliales et de cellules fibroblastiques stimule l’activité contractile RhoA-
dépendante et la maturation des structures de l’axe MEC-intégrine-actine (Graness et al., 2006; 
Stanchi et al., 2009; Vouret-Craviari et al., 2004), il est rapporté qu’à l’opposé cette expression 
inhibe ces mêmes processus chez des cultures primaires de cellules de Schwann et de cellules de 
muscle lisse vasculaire (Kogata et al., 2009; Pereira et al., 2009). Ces distinctions proposent donc 
que dans différents contextes ou chez différents types cellulaires, soit les mêmes fonctions de 
base du complexe PIP engagent des réponses cellulaires différentes ou soit le complexe PIP est 
impliqué pour des fonctions distinctes au sein de l’axe MEC-intégrines-actine. Évidemment, des 
variations dans le répertoire des interactions du complexe PIP avec ses nombreux partenaires 
dans les FAs peuvent plausiblement expliquer ces distinctions fonctionnelles concernant l’ILK et 
le complexe PIP d’un contexte ou d'un type cellulaire à l’autre (Widmaier et al., 2012). 
 Jusqu’à maintenant, les travaux concernant l’étude des fonctions de l’ILK dans 
l’épithélium intestinal et chez les modèles de CEIs ont principalement analysé les effets de la 
dérégulation de l’expression et des fonctions de l’ILK dans le contexte du cancer colorectal 
(CRC) et chez des modèles de CEIs anormales. Ainsi, différents travaux de recherches ont révélé 
que le développement des lésions précancéreuses et cancéreuses durant le CRC est corrélé avec 
la surexpression de l’ILK dans la muqueuse intestinale (Bravou et al., 2003; Bravou et al., 2006; 
Huang et al., 2007; Li et al., 2012; Marotta et al., 2003; Marotta et al., 2001). Similairement, il a 
été démontré que l’augmentation de l’expression de l’ILK durant le CRC et chez différents 
modèles cellulaires de CEI (p. ex. immortalisée de rat IEC-18 et d’origines cancéreuses SW480 
et DLD-1) stimule le processus de transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) in vivo et ex 
vivo (Bravou et al., 2006; Huang et al., 2007; Tan et al., 2001). Ce contexte cellulaire cancéreux 
impliquant l'ILK stimule la phosphorylation des kinases AKT (sérine-473 ; activation) et GSK-3 
(Sérine-9 ; inhibition), de même que l’activité transcriptionnelle promitotique de la β-caténine 
(Bravou et al., 2006; Delcommenne et al., 1998; Huang et al., 2007; Marotta et al., 2003; Novak 
et al., 1998; Tan et al., 2001; Troussard et al., 1999). En parallèle, l’ILK est également rapportée 
pour coopérer avec la voie Wnt canonique (Oloumi et al., 2010; Oloumi et al., 2006) et cette voie 
est généralement considérée comme centrale dans la stimulation de la prolifération induite par la 
β-catenine nucléaire des CEIs normales et cancéreuses (Sancho et al., 2004). Ensuite, des études 
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de Assi et coll. (2008, 2011) rapportent que la délétion conditionnelle — mais incomplète (en 
mosaïque) — de l’ILK dans l’épithélium intestinal de souris induit une baisse de la prolifération 
et de l’expression de la fibronectine chez les CEIs de la muqueuse intestinale. La délétion de 
l’ILK dans ce contexte protège partiellement la muqueuse intestinale de ces souris contre les 
processus inflammatoires, la formation de lésions fibreuses et la transformation néoplasique de 
l’épithélium intestinal (Assi et al., 2008; Assi et al., 2011). Par ailleurs, les travaux de recherches 
de Kim et coll. (2008) indiquent que l’ILK s’associe directement avec Src chez les cellules de la 
lignée normale de Rat RIE-α5. Dans ce cas, il semble que le complexe Src-ILK pourrait 
phosphoryler et inhiber directement la sérine 3 de la cofiline (S3cofiline) afin de réguler la 
dynamique de la polymérisation de l’actine-F pendant le processus d’adhésion/étalement de ces 
cellules sur la fibronectine exogène (Kim et al., 2008). Plusieurs autres études à caractère 
signalétique concernant l’ILK ont été réalisées chez des modèles de CEI (p. ex. IEC-6, IEC-18, 
HCT116 et Caco-2) (Delcommenne et al., 1998; Oneyama et al., 2012; Wang and Basson, 2009; 
Yuan et al., 2011). Il se dégage globalement de ces études que les kinases Src et PI3-K seraient 
importantes afin de réguler la distribution et les fonctions signalétiques de l’ILK. Cette dernière 
contribuerait à son tour à réguler la phosphorylation et l’activité des protéines kinases FAK, 
AKT, GSK-3. Considérant ces dernières informations sur l’expression et les fonctions de l’ILK 
durant le CRC et les modèles de CEIs cancéreuses ou anormales, il semble plus que probable que 
l’expression et les fonctions de l’ILK dans l'épithélium intestinal sain contribuent à la régulation 
des comportements et des fonctions des CEIs normales formant cet épithélium.  
 
1.1.6 Le cytosquelette d’actine 
   
Le cytosquelette cellulaire est un assemblage complexe de différentes protéines cytoplasmiques 
formant trois réseaux distincts de filaments, soit : 1) le réseau de filaments d’actine (ou de 
microfilaments), 2) le réseau de filaments intermédiaires et 3) le réseau de microtubules (Alberti, 
2009; Chang and Goldman, 2004; Goode et al., 2000). Ces trois réseaux confèrent aux cellules 
leurs propriétés biomécaniques et structurales. De plus, ils contribuent ensemble à l’organisation 
des organites, du contenu intracellulaire et des autres structures cellulaires. 
 L’actine est la protéine la plus abondante des cellules eucaryotes où elle forme deux 
populations cytoplasmiques interdépendantes, soit une population soluble de monomère d’actine 
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globulaire (actine-G) et une population d’actine filamenteuse (actine-F ou microfilaments). 
L’actine-F provient de l’assemblage des monomères d’actine-G en une double hélice polarisée 
(Campellone and Welch, 2010). Le contrôle de l’organisation architecturale (p. ex. de type 
cortical, orthogonal ou contractile) et fonctionnelle (p. ex. chez les cellules isolées en migration 
ou les cellules épithéliales polarisées formant une monocouche) du cytosquelette d’actine se fait 
en collaboration avec plus d’une centaine de protéines différentes (p. ex. profiline, cofiline, α-
actinine, Arp2/3, myosine II). Ce contrôle dépend également de nombreux processus tels que 
l’initiation de la polymérisation des nouveaux filaments, la polymérisation et la dépolymérisation 
de l’extrémité des filaments, ainsi que le cisaillement, l’embranchement et l’empaquetage des 
filaments existant en faisceaux (Campellone and Welch, 2010; Pollard and Cooper, 2009). Les 
différents types de faisceaux d’actine-F sont impliqués dans l’exécution de plusieurs processus 
cellulaires importants tels que l’adhésion cellule-MEC, l’adhésion cellule-cellule, l’étalement, la 
migration, la cytokinèse, le transport vésiculaire, l’assemblage de la MEC (Caswell et al., 2009; 
Collins and Nelson, 2015; Gardel et al., 2010). 
 Chez les cellules de mammifères, la myosine II, l’actine-F et la tropomyosine forment des 
motifs d’alternances périodiques d’actomyosine dont l’organisation spécifique varie en fonction 
des trois principaux types de fibres de stress pouvant être formés, soit les fibres de stress 
dorsales, les arcs transverses et les fibres de stress ventrales (Burridge and Wittchen, 2013; 
Tojkander et al., 2012). De façon générale, les faisceaux formant les fibres de stress se 
composent de 10 à 30 microfilaments associés latéralement par des homodimères antiparallèles 
d’α-actinine et longitudinalement par la protéine multimérique myosine II (Kassianidou and 
Kumar, 2015). Cette dernière contient deux paires de sous-unités à activité ATPasique nommées 
chaine légère de la myosine de 20 kDa (MLC) qui sont capables de convertir l’énergie de 
l’hydrolyse de l’ATP en mouvement contractile (Deguchi and Sato, 2009). Chez les cellules non 
musculaires cultivées sur un substrat d’adhésion (en culture 2D) suffisamment rigide, la 
stimulation de l`activité catalytique de la myosine II induit la formation des fibres de stress 
ventrales (Figure 3C). Soulignons dans ce cas que la rigidité du substrat d’adhésion est 
typiquement déterminée par le « module de Young », c.-à-d. le ratio entre la valeur de la force de 
traction requise pour déformer un matériau — tel que la MEC — et les effets de cette force sur la 
déformation élastique de ce dernier (Schwarz and Gardel, 2012). L’organisation périodique 
régulière des structures d’actomyosine des fibres de stress ventrales est similaire à la structure 
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sarcomérique des myofibrilles musculaires. Ce type d'organisation facilite la « marche » de la 
myosine II sur l’actine-F et le mouvement rétrograde contractile de cette dernière est responsable 
du développement de la tension isométrique au sein de l’axe MEC-intégrine-actine  (Tojkander 
et al., 2012). Ainsi, la formation de longues fibres de stress ventrales parallèles à l’axe de 
polarisation longitudinale des cellules adhérentes est considérée comme un indicateur de forces 
de tension isométrique élevées, de même que du phénotype cellulaire contractile de type 
fibroblastique chez les cellules non musculaires (Figure 3C) (Burridge and Wittchen, 2013; 
Prager-Khoutorsky et al., 2011).  
 D’autre part, contrairement aux longues fibres de stress ventrales dont chaque extrémité 
est ancrée à un FA, les courtes fibres de stress dorsales non contractiles ont seulement une de 
leurs extrémités associées avec un FA (Figures 3A et 3B) (Naumanen et al., 2008). Les fibres de 
stress dorsales peuvent s’associer de façon orthogonale aux fibres de stress courbes de type arc 
transverse afin de former des réseaux d’actine orthogonaux au niveau de la membrane plasmique 
dorsale (Figures 3A et 3B) (Naumanen et al., 2008; Zemel et al., 2010). Dans ce cas, il est à 
noter que seuls les arcs transverses sont reconnus pour être intrinsèquement contractiles, les 
fibres de stress dorsales servant plutôt à transmettre les forces de tension vers les FAs en 
développement (Rognoni et al., 2016; Tojkander et al., 2012). Ce type d’organisation 
precontractile du cytosquelette d’actine est associé en culture 2D avec l’élaboration des 
lamellipodes (c.-à-d. les larges protrusions/extensions de la membrane plasmique périphérique) 
chez les cellules possédant une morphologie arrondie de type épithélioïde (Figures 3B) 
(Huveneers and Danen, 2009; Lawson and Burridge, 2014; Zemel et al., 2010). 
Chronologiquement, ce type d’organisation du cytosquelette d’actine précède l’élaboration de 
fibres de stress ventrales parallèles lors du processus d’étalement des types cellulaires qui 
développent un phénotype contractile (Figures 3C). 
 
 
Figure 3:  Les fibres de stress d’actine 
 
Il existe trois principaux types de fibres de stress pouvant être formés chez les cellules en 
cultures à la surface des pétris, soit les fibres de stress dorsales, les arcs transverses et les 
fibres de stress ventrales. (A et B) Les fibres de stress de type dorsales et les arcs transverses 
s’associent habituellement en réseaux d’actine de type orthogonal, ce qui stimule l’élaboration 
de lamellipodes chez (A) les cellules en migration et (B) durant la phase isotropique de 
l’étalement cellulaire ou chez les cellules adoptant une morphologie arrondie de type 
épithélial. Dans ce type de réseau, les courtes fibres de stress dorsales non contractiles ont une 
extrémité associée à un point focal d’adhésion et sont habituellement perpendiculaires à la 
circonférence des cellules. Ces faisceaux d’actine vont rejoindre les arcs transverses sous-
corticaux qui, pour leur part, sont parallèles aux lamellipodes. (A) Des fibres de stress de 
rétraction sont habituellement observées chez les cellules en migration. Durant la phase de 
rétraction de la migration cellulaire, ce type de fibres de stress permet de ramener la queue de 
rétraction cellulaire vers le corps cellulaire suite au démantèlement des FAs soutenant 
l’extrémité cette queue (Iwanicki et al., 2008; Tojkander et al., 2012). (C) Les fibres de stress 
ventrales constituent le principal indicateur du phénotype contractile de type fibroblastique 
des cellules non musculaires. Elles se forment entre les FAs suite à la stimulation soutenue de 
la contraction de l'actomyosine et s’organisent habituellement en réseaux parallèles assemblés 
en direction de l’axe longitudinal de l’étalement cellulaire. (A-C) La phalloïdine-TRITC,     
(A) un anticorps contre la vinculine (tableau 1) et (B et C) le DAPI ont respectivement été 
utilisés pour marquer le cytosquelette d’actine (en vert), les sites d’adhésion des intégrines (en 
rouge) et le noyau (en bleu) de cellules HIEC cultivées directement sur le plastique des pétris. 












1.1.7 Les Rho GTPases  
 
Le contrôle de l’architecture et des fonctions du cytosquelette d’actine dépend principalement du 
contrôle de l’activité des principaux régulateurs de l’axe intégrine-actine (p. ex. ROCK, PAK) 
par les protéines de la famille des Rho GTPases (Figure 4) (Murali and Rajalingam, 2014). Chez 
l’humain, il existe vingt gènes de Rho GTPases différents (p. ex. RhoA, RhoC, Rac1, Cdc42) 
classées en six sous-familles phylogénétiques (p. ex. Rho, Rac, Cdc42) (DeGeer and Lamarche-
Vane, 2013). Comme pour les autres classes de GTPases, les Rho GTPases sont actives sous leur 
forme liée au guanosine triphosphate (GTP) et inactives sous leur forme liée au GDP. Or, le 
relâchement du GDP et son remplacement par le GTP permettant l’activation des Rho GTPases 
est habituellement induit au niveau de la membrane plasmique par l’association de ces dernières 
avec les protéines de la classe des Guanine Nucleotide Exchange Factor (GEF ou RhoGEF)  
(Cherfils and Zeghouf, 2013; Vigil et al., 2010). D’autre part, les Rho GTPases possèdent une 
faible capacité intrinsèque à hydrolyser le GTP. Pour cette raison, le retour des Rho GTPases en 
conformation inactive lié au GDP dépend principalement des effets stimulants sur le taux 
d’hydrolyse du GTP des interactions entre les Rho GTPases et les protéines de la classe des 
GTPase-Activating Proteins (GAP ou RhoGAP). Une autre classe de protéines nommées 
Guanosine nucléotide Dissociation Inhibitors (GDI ou RhoGDI) agit également comme 
régulateur négatif des Rho GTPases (Cherfils and Zeghouf, 2013; DeGeer and Lamarche-Vane, 
2013; Vigil et al., 2010). Les RhoGDI s’associent avec certains membres prénylés des Rho 
GTPases afin de séquestrer la forme inactive/GDP de ces dernières au niveau du cytosol. Plus 
précisément, les complexes Rho GTPase-GDI recouvrent le groupement prényle (farnesyl et 
géranyl-géranyl) C-terminal des Rho GTPases (Cherfils and Zeghouf, 2013). Cela entrave la 
capacité de ces dernières à s’associer avec la membrane plasmique et les vésicules de transport et 
en parallèle cela empêche leur activation membranaire et l'exécution de leurs fonctions. 
 Rac1, Cdc42 et RhoA sont typiquement reconnues comme les principaux membres des 
Rho GTPases. Rac 1 est reconnu pour son rôle crucial dans la formation des réseaux dendritiques 
d’actine-F dans les lamellipodes (Murali and Rajalingam, 2014). Pour sa part, Cdc42 permet la 
formation des minces faisceaux parallèles d’actine-F présents dans les filopodes (c.-à-d. les 
minces protrusions/projections filamenteuses de la membrane plasmique périphérique). Rac1 et
 
 
Figure 4 : Principaux rôles des Rho GTPases dans l’organisation structurale du cytosquelette 
 d’actine 
 
Ce schéma résume les voies de régulation modulées par les intégrines et les Rho GTPases 
RhoA, Rac1 et Cdc42 dans l’organisation du réseau d’actine cellulaire. Les intégrines et 
d’autres récepteurs transmembranaires, comme les récepteurs tyrosine kinases (RTKs) et les 
récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) sont impliqués dans le contrôle des GEFs et des 
GAPs régulant l’activité des différentes Rho GTPases. Les voies de signalisation associées à 
Rac1 et Cdc42 régulent entre autres l’activité de la cofiline et du complexe Arg2/3. La 
formation des réseaux dendritiques/orthogonaux de l’actine-F dans les lamellipodes (flèches 
pleines bleues) dépend principalement de la signalisation par Rac1. La formation des minces 
projections filamenteuses d’actines-F des filopodes (flèche pleine verte) dépend typiquement 
de la signalisation par Cdc42. Les principaux effecteurs de RhoA sont ROCK et mDia et la 
coopération entre ces deux protéines est cruciale pour la nucléation des filaments d’actine 
formant les fibres de stress. Les fonctions de ROCK induisent une augmentation du niveau de
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MLC, ce qui stimule le mouvement contractile de l’actomyosine et permet ultimement 
de générer les fibres de stress ventrales parallèles (flèche pleine rouge de gauche) et les FAs 

















Cdc42 sont directement impliquées dans la régulation des membres de la famille 
WASp/Scar/Wave qui coopère avec le complexe Arp2/3 afin de stimuler la polymérisation et le 
branchement des filaments d’actine (Figure 4). Ces deux Rho GTPases sont également centrales 
dans la régulation des kinases PAK (Murali and Rajalingam, 2014; Szczepanowska, 2009). Or, 
ces dernières sont directement impliquées dans la régulation de l’organisation du cytosquelette 
d’actine. Par exemple, la phosphorylation et l'activation de la protéine sérine/thréonine kinase 
LIM-Kinase1 (LIMK1) par PAK1 permet à la LIMK1 de phosphoryler la S3cofiline afin 
d’inhiber cette dernière et d’empêcher son association avec l’actine-F conduisant à la 
dépolymérisation de ces filaments en monomère d’actine-G (Figure 4) (Szczepanowska, 2009).  
 Les fonctions de RhoA sont déterminantes dans l’élaboration des fibres de stress ventrales 
et ce rôle s’est avéré particulièrement important pour notre étude des fonctions de l’ILK chez les 
CEIs. Les principaux effecteurs de RhoA sont la protéine diaphanous-related formin homolog 1 
(mDia1) et les sérine/thréonine kinases de la classe Rho associated kinase (ROCK) (Figure 4) 
(Murali and Rajalingam, 2014). La coopération entre mDia1 et ROCK permet la nucléation des 
filaments d’actine lors de l'élaboration des fibres de stress à partir des complexes d’adhésion des 
intégrines naissants (Naumanen et al., 2008). L’activation de ROCK par RhoA engage également 
une série d’événements modulant positivement les niveaux de phosphorylation des sérines 18 et 
19 de la MLC (pS18/pS19MLC) (Kassianidou and Kumar, 2015; Ueda et al., 2002). Or, c’est 
précisément cette forme phosphorylée de la MLC qui stimule l’activité catalytique de la myosine 
II permettant la contraction des structures d’actomyosine dans les fibres de stress (Burridge and 
Wittchen, 2013; Naumanen et al., 2008). ROCK peut phosphoryler directement les sérines 18 et 
19 de la MLC (Amano et al., 1996; Katoh et al., 2001). ROCK empêche de plus la 
déphosphorylation de ces résidus sérines en phosphorylant directement la sous-unité régulatrice 
myosin-binding subunit (MBS) de la myosin light chain phosphatase (MLCP) afin de l’inhiber 
(MacDonald et al., 2001). ROCK phosphoryle également d’autres inhibiteurs de la MLCP afin 
de les activer (p. ex. les protéines CPI-17 et ZIPK) (Amano et al., 1996; Koyama et al., 2000; 
Ueda et al., 2002) et contribue à la stabilisation des filaments d’actine des fibres de stress en 
inhibant la LIMK1 (Kawano et al., 1999). 
 La myosin light chain kinase (MLCK) est une autre sérine/thréonine kinase capable de 
phosphoryler directement les résidus sérines 18 et 19 de la MLC (Figure 4) (Katoh et al., 2010). 
Contrairement à l’activité de ROCK qui est régulée par RhoA, l’activité de la MLCK est 
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stimulée par la voie Ca2+/calmoduline et peut être inhibée par la kinase PAK via la voie Rac1-
Cdc42/PAK. Puis, alors que ROCK est typiquement responsable de la formation des fibres de 
stress ventrales au niveau de la portion centrale des cellules, la MLCK induit généralement la 
formation des faisceaux d’actine-F et des fibres de stress en périphérie des cellules (Chang and 
Kumar, 2015; Katoh et al., 2010; Sanders et al., 1999). Les fonctions de la MLCK sont 
également impliquées dans la formation des lamellipodes durant les processus d’étalement et de 
migration cellulaire (Giannone et al., 2004). Elles permettent de plus de réguler — en 
coopération avec les fonctions de ROCK — l’organisation de l’actine-F associée aux sites 
d’adhésion intercellulaires, ainsi que durant le processus de division cellulaire (Collins and 
Nelson, 2015; Kosako et al., 2000; Poperechnaya et al., 2000; Sanders et al., 1999).  
 Mentionnons en terminant que les travaux de Groulx et coll. (2011) dans le laboratoire du 
Pr Beaulieu ont montré que l’inhibition de l’expression du collagène VI chez le modèle de CEI 
humaine HIEC intensifie la formation des fibres de stress ventrales parallèles. Ces travaux 
montrent également que cet effet de l’inhibition de l’expression du collagène VI est causé par 
une activation dérégulée de la voie MLCK/pS19MLC, alors que chez les cellules HIEC natives la 
voie RhoA/ROCK/pS19MLC est normalement la principale voie responsable de la formation de 
ces structures (Groulx et al., 2011). Les résultats de Groulx et coll. (2011) mettent ainsi en 
évidence l’importance de l’intégrité des interactions cellule-MEC pour le contrôle de 
l’implication de ces deux voies dans la formation des fibres de stress chez les cellules HIEC. 
 
1.1.8 Rôle des Rho GTPases dans la régulation de l’axe MEC-intégrine-actine  
 
Les Rho GTPases se trouvent au carrefour des voies signalétiques contrôlant l’organisation 
structurale et fonctionnelle de l’axe MEC-intégrine-actine (Hall, 2005; Provenzano and Keely, 
2011). Ceci confère à ces enzymes un rôle central dans l’orchestration des voies de 
mécanotransduction responsables de contrôler la réponse des cellules aux propriétés de 
l’environnement et plus spécialement de la MEC. Par exemple, chez la plupart des modèles 
cellulaires qui adhèrent et s'étalent sur un substrat de fibronectine, l’activité de RhoA et de 
l’activité de Rac1 sont régulées de façon opposée afin de permettre l’exécution normale du 
processus d’étalement (Arthur et al., 2000). Plus précisément, l'association initiale de la 
fibronectine aux intégrines permet par exemple d’induire l’activation locale du duo Src-FAK. Ce 
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complexe est entre autres responsable de la phosphorylation des protéines adaptatrices telles que 
la paxilline (résidus tyrosines Y31 et Y118) et p130Cas (tyrosine dans les motifs YXXP)) dans 
les structures d’adhésion en formation de type FX (Huveneers and Danen, 2009; Vigil et al., 
2010). Ces phosphorylations mènent ensuite à l’inhibition de RhoA via des mécanismes pouvant 
impliquer FAK et le recrutement des protéines p120RasGAP et p190ARhoGAP. Parallèlement, 
les GEF de Rac telles que Dock180-ELMO1 et β-PIX permettent de stimuler l’activité de Rac1 
(Huveneers and Danen, 2009). L'antagonisme fonctionnel de RhoA et de Rac1 dans ce contexte 
est considéré comme essentiel pour l’exécution de la phase précoce (isotropique) du processus 
d’adhésion/étalement (Dubin-Thaler et al., 2008; Giannone et al., 2004). Durant cette phase, les 
cellules en culture 2D présentent une morphologie relativement symétrique et arrondie qui est 
associée à la formation de larges lamellipodes et à une organisation précontractile de type 
cortical et/ou dendritique/orthogonal de l’actine-F (voir la figure 3B et la figure 4) (Xiong et al., 
2010; Zemel et al., 2010). Éventuellement, le recrutement des GAP de Rac1 (p. ex. ARF, GIT1, 
Tiam 1, Vav 2 et PKL/GIT2) et de GEF de RhoA (p. ex. p115RhoGEF, p190RhoGEF et LARG) 
dans les FAs en développement entraîne l’inhibition de Rac1, la réactivation de RhoA et la 
transition vers la phase tardive (anisotropique) de l'étalement (Huveneers and Danen, 2009; 
Lawson and Burridge, 2014; Zemel et al., 2010). Cette transition est corrélée dans le temps avec 
l'apparition des structures cellulaires RhoA-dépendantes représentatives de la morphologie 
planaire polarisée de type fibroblastique (phénotype contractile) telles que les fibres de stress 
ventrales, les FAs matures et les FBs (Prager-Khoutorsky et al., 2011). L’activation 
mécanodépendante optimale de la voie RhoA/ROCK lors de la phase anisotropique de 
l’étalement nécessite que les propriétés mécaniques des différents modules et interfaces de l’axe 
MEC-intégrine-actine puissent supporter l’augmentation de la tension isométrique durant de 
cette phase. Dans cette optique, il est pertinent de souligner que l’assemblage de la matrice de 
fibronectine fibrillaire dans la MEC est déterminant pour autoriser le développement des 
structures RhoA-dépendantes de l’axe MEC-intégrine-actine. En effet, ce processus est impliqué 
dans la formation d’une MEC plus rigide et en parallèle, il augmente l’adhésivité cellule-MEC 
en permettant la formation des complexes adhésifs entre l’intégrine α5β1 et la fibronectine 
(Danen et al., 2002; Engler et al., 2009; Friedland et al., 2009; Prager-Khoutorsky et al., 2011; 
Roca-Cusachs et al., 2009; Shi and Boettiger, 2003).  
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1.1.9 Principales étapes de l’élaboration des FXs et des FAs  
 
Malgré la grande complexité des structures d’adhésion des intégrines (2412 protéines 
potentiellement impliquées dans « l’adhesome » cellulaire des intégrines ont été recensées par 
Horton et coll. en 2015 (Horton et al., 2015)), le cycle continu de formation, de maturation et de 
démantèlement de ces structures peut être schématisé en quelques étapes représentatives de ce 
qui est observé chez la majorité des types cellulaires en culture 2D  (Gardel et al., 2010; Geiger 
and Zaidel-Bar, 2012). D’abord, suite à l’adhésion initiale des cellules, des FXs se forment à 
partir des sites d’adhésion naissants constitués de petits agrégats (diamètre  0.25 µm2) 
d'intégrines membranaires (Gardel et al., 2010). Ces FXs résident en bordure des lamellipodes, 
mesurent de 0.50 à 1 µm2 et sont entre autres formés des protéines adaptatrices taline, vinculine 
et paxilline (Gardel et al., 2010; Zaidel-Bar et al., 2004). Rapidement, l’activité soutenue de 
Rac1 stimule le branchement dendritique de l’actine-F par le complexe Arp2/3 et l’arrimage de 
la myosine II aux sites d’adhésion en formation (Pasapera et al., 2015). L’augmentation de la 
tension isométrique au sein de l’axe intégrine-actine induit ensuite l’élongation et le glissement 
de certains FXs vers l’intérieur des lamellipodes (qui s’étendent en direction opposée) afin de 
former les « FAs immatures » ou « FAs de type précoce » (Gardel et al., 2010; Giannone et al., 
2004). Éventuellement, si les conditions le permettent (p.ex. sur une MEC suffisamment rigide), 
la transition d’une signalisation de type Rac1 vers une signalisation de type RhoA induit la 
formation des fibres de stress ventrales contractiles et l’accrétion mécanodépendante des 
protéines adaptatrices dans les FAs immatures. Cela conduit au développement des FAs de type 
tardif à la base des lamellipodes (Gardel et al., 2010; Zimerman et al., 2004). Ces structures 
d’adhésion matures sont plus imposantes (jusqu’à 10 µm de longueur et de 2 à 3 µm de largeur) 
et présentent un enrichissement pour certains types de protéines adaptatrices (p. ex. p130Cas, 
zyxine et α-actinine) et de protéines kinases (p. ex. AKT, PAK et Crk) (Zaidel-Bar et al., 2004). 
L’existence des FAs s’achève par leur démantèlement qui nécessite entre autres le clivage 
protéolytique de la taline et de FAK par des protéases de la famille des calpaïnes (Chan et al., 




1.1.10 Formation des FBs et fibrillogénèse de la fibronectine  
 
La fibronectine est sécrétée sous la forme d’homodimères solubles (de 230 à 270 kDa selon 
l’isoforme) dont les deux sous unités jointes en C-terminal par un pont disulfure sont repliées de 
façon antiparallèle par de nombreuses interactions électrostatiques intramoléculaires (Johnson et 
al., 1999). Sous cette forme compacte, la plupart des sites d’interactions importants de la 
fibronectine — désignés en tant que « sites cryptiques » — sont inaccessibles (Ohashi and 
Erickson, 2009; Singh et al., 2010). Ces sites deviennent accessibles uniquement lorsque les 
homodimères solubles de fibronectine associés aux intégrines à la surface des cellules sont étirés 
et « s’ouvrent » sous l'effet de la tension mécanique transmise via ces récepteurs 
transmembranaires (Carraher and Schwarzbauer, 2013; Gee et al., 2008; Singh et al., 2010). 
Plusieurs des sites cryptiques de la fibronectine permettent de lier directement des intégrines (p. 
ex. α5β1, α8β1, α9β1 et αvβ1/β3/β5/β6) et des constituants de la MEC (p. ex. collagènes, 
ténascine-C). Alors que d'autres servent spécifiquement à diriger son auto-association et sa 
multimérisation lors du processus de fibrillogénèse durant laquelle cette protéine est assemblée 
en MEC fibrillaire  (Leiss et al., 2008; Singh et al., 2010). 
 Le processus de déposition/assemblage/fibrillogénèse de la fibronectine se fait en plusieurs 
étapes et requiert la contribution de ses sites d’interactions cryptiques. En premier lieu, 
l’association des homodimères compacts et solubles de la fibronectine à la surface des cellules 
s’effectue via un domaine présent dans le fragment protéolytique N-terminal de 70 kDa de la 
fibronectine (Tomasini-Johansson et al., 2006). Ce fragment est suffisant pour le recrutement de 
la fibronectine au niveau des sites d’adhésion cellule-MEC des intégrines et contient le domaine 
cryptique N-terminal d’assemblage (domaine FNI1 à FN15) de la fibronectine qui est 
indispensable pour le processus de fibrillogénèse (Tomasini-Johansson et al., 2006; Zhong et al., 
1998). Ce sont toutefois les interactions entre l’intégrine α5β1 et la fibronectine soluble qui 
permettent d’exposer la séquence RGD du domaine FNIII10 de la fibronectine servant de site 
primaire d’interaction pour les intégrines. Dans ce cas, l’engagement entre l’intégrine α5β1 et la 
fibronectine produit un lien adhésif « relaxé » (relaxed bonds) (Friedland et al., 2009). Les forces 
de tension initiales transmises à la fibronectine par l’axe intégrine-actine exposent ensuite les 
sites cryptiques d’auto-association qui interagissent avec la portion N-terminale d’autres 
homodimères de fibronectine (Gee et al., 2013; Vakonakis et al., 2007). Cela stimule 
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l’agrégation de la fibronectine partiellement étirée (ou préfibrillaire) et des intégrines dans les 
sites d’adhésion des intégrines et permet d’initier une signalisation de type outside-in (p. ex. 
phosphorylation du résidu tyrosine Y861 de FAK) (Shi and Boettiger, 2003; Singh et al., 2010; 
Vakonakis et al., 2007). L’augmentation graduelle de la tension qui est appliquée par les fibres 
de stress ventrales en formation instaure un effet synergique entre l’intégrine α5β1, la séquence 
RGD du domaine FNIII10 et la séquence Pro-His-Ser-Arg-Asn (PHSRN) du domaine FNIII9 (ou 
site « synergie ») de la fibronectine. Cet effet supporte la prise en charge efficace des forces de 
tension plus élevées par le complexe α5β1-fibronectine et permet la transition du lien adhésif 
« relaxé » vers un lien « sous tension » (tensioned bonds) plus adhésif et plus stable de type 
catch bond (Friedland et al., 2009; Kong et al., 2009). Fait à noter, il a été démontré chez le 
modèle cellulaire HT 1080 que la formation du lien sous-tension stimule la phosphorylation du 
résidu tyrosine Y397 de FAK qui est entre autres important pour la formation du complexe Src-
FAK (Bouchard et al., 2007; Friedland et al., 2009). Éventuellement, la forte tension appliquée 
par les fibres de stress séquestrent l'intégrine α5β1 et la tensine sur le segment interne des FAs, et 
ce, jusqu’à ce que les FBs se dissocient des FAs et assemblent de minces fibrilles de fibronectine 
en longeant les fibres de stress ventrales (Pankov et al., 2000; Zamir et al., 2000). Ces fibrilles 
s’accumulent et sont ensuite assemblées de façon irréversible en un réseau de fibres insolubles 
dont les propriétés biochimiques et biomécaniques sont importantes afin d’induire les 
événements signalétiques stimulant le développement du phénotype cellulaire contractile et 
d’autres fonctions cellulaires (p. ex. prolifération, étalement, migration) (Singh et al., 2010). 
Dans ce cas, l’exposition mécanodépendante du site cryptique de liaison à l’héparine du domaine 
FNIII1 de la fibronectine serait centrale pour médier la bioactivité de la fibronectine fibrillaire 
(Roy and Hocking, 2013).  
 En terminant, il est pertinent de souligner que l’insolubilité de la fibronectine fibrillaire au 
détergent désoxycholate permet d’isoler expérimentalement ce type de matrice et ainsi 
d’analyser la capacité des cellules en culture à déposer et assembler la fibronectine (Yuan et al., 
2010). Parmi les facteurs connus les plus importants influençant le processus de fibrillogénèse de 
la fibronectine, notons : 1) la composition des domaines exprimés dans la fibronectine cellulaire 
(Cseh et al., 2010), 2) l’expression ou l’activation cellulaire de ses corécepteurs (p. ex. le 
syndecan-2 et -4, uPar, différentes RTKs tels que l’EGFR et les protéines de la famille Eph) et 
des partenaires cytoplasmiques des intégrines (p. ex. taline, kindline, filamine, ILK) (Guo and 
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Wu, 2002; Julich et al., 2009; Xu et al., 2009) et 3) la nature et les propriétés physico-chimiques 
du matériau (p. ex. verre, plastique traité des pétris) ou du substrat exogène d’adhésion (p. ex. 
fibronectine, vitronectine, laminine) des cellules en culture (Faucheux et al., 2006; Katz et al., 
2000; Xu et al., 2009).  
 
1.2 La muqueuse intestinale 
 
1.2.1 Constitution générale de l’intestin  
 
L’axe antéro-postérieur de l’intestin de la majorité des espèces de mammifères forme un long 
tube divisé en deux compartiments anatomiquement et fonctionnellement distincts soit l’intestin 
grêle (compartiment proximal) et le gros intestin (compartiment distal) (Marieb, 1993; Turner 
and Turner, 2010). L’intestin grêle est lui-même scindé en trois segments successifs : le 
duodénum (long de 30 cm chez l’humain) situé directement après l’estomac, ensuite le jéjunum 
(de 2 à 3 m chez l’humain) et pour terminer l’iléon (de 4 à 5 m chez l’humain). Bien que la 
morphologie et les fonctions de chacun de ces segments soient analogues, l'intestin grêle 
présente dans l'ensemble un gradient continu de modifications de ses caractéristiques 
morphologiques et de ses spécialisations fonctionnelles (e.g., enzymes sécrétées, nutriments 
préférentiellement absorbés) (Turner and Turner, 2010). Ainsi, l’essentiel des processus digestifs 
tels que la sécrétion des enzymes et des hormones digestives et l’assimilation des éléments 
nutritifs (e.g. acides aminés et peptides, acide gras, minéral, vitamines) est effectué au sein de 
l’intestin grêle. Le gros intestin suit l’iléon et se compose dans l’ordre du caecum, du côlon et du 
rectum. Le côlon sert surtout à l’absorption de l’eau et de certains nutriments résiduels afin de 
concentrer le chyme et de stocker ce qui n’a pas été absorbé avant son évacuation.   
La couche externe de l'axe transverse du tube intestinal est formée de la membrane 
séreuse (péritoine viscéral) qui enveloppe les organes de la cavité péritonéale (Marieb, 1993; 
Sancho et al., 2004). Sous ce revêtement se trouve la musculeuse qui comporte deux couches de 
muscles lisses superposées disposées en une couche circulaire interne et une couche 
longitudinale externe. Ce sont ces deux couches musculaires qui sont responsables du 
mouvement de péristaltisme de l’intestin. L’avant-dernière couche est formée par la sous-
muqueuse qui est constituée d’un tissu conjonctif dense supportant l’architecture en plis et replis 
 30 
du conduit intestinal. La sous-muqueuse comporte également plusieurs éléments du système 
nerveux entérique, du système sanguins et du système lymphatiques qui rejoignent et supportent 
les fonctions de la muqueuse qui recouvre la paroi luminal (couche interne) de l’intestin.  
 
1.2.2 L’épithélium intestinal et l’axe crypte-villosité  
 
L’axe transverse de la muqueuse de l’intestin grêle consiste en trois compartiments distincts et 
superposés (Figure 5) soit : la muscularis mucosae qui longe la sous-muqueuse à la base de la 
muqueuse, la lamina propria qui est superposé à la muscularis mucosae et finalement 
l’épithélium glandulaire de type prismatique simple qui recouvre la lamina propria (Marieb, 
1993). À l’image de la lamina propria des autres muqueuses de l’organisme, celle de l’intestin se 
développe à partir du mésenchyme fœtal. Les nombreux fibroblastes et myofibroblastes sous-
épithéliaux de la lamina propria sont responsables de l’expression et de l’assemblage de la 
majorité des constituants de la MEC de la lamina propria et sécrètent plusieurs facteurs solubles 
importants pour la morphogénèse et l’homéostasie de la muqueuse intestinale (p. ex. Wnt, BMP, 
TGF-β, EGF, Foxl1) (Ménard et al., 2005; Powell et al., 2011). La lamina propria est de plus 
irriguée par un réseau de capillaires sanguins servant aux échanges de nutriments et de facteurs 
solubles entre la muqueuse intestinale et le système sanguin (Medema and Vermeulen, 2011; 
Powell et al., 2011). Ce compartiment contient également plusieurs capillaires lymphatiques — 
et un vaisseau chylifère par villosité — permettant de coupler le système immunitaire à la 
barrière épithéliale (Gallo and Hooper, 2012). Le pôle basal des CEIs formant le feuillet 
épithélial est abluminal et adhère sur la lame basale qui délimite la partie supérieure de la lamina 
propria, alors que le pôle apical des CEIs tapisse l’intérieure du tube intestinal et est en contact 
direct avec le bol alimentaire luminal en transit (Marieb, 1993; Turner and Turner, 2010). 
 La partie supérieure de la muqueuse intestinale est constituée par une multitude de 
dépressions profondes et de longues protubérances de la lamina propria et de l’épithélium 
(Beaulieu, 1997; Sancho et al., 2004). Ces structures nommées respectivement cryptes de 
Lieberkühn (cryptes) et villosités forment ensemble l’axe crypte-villosité qui est l'unité 
architecturale et fonctionnelle de base de la muqueuse de l’intestin grêle (Figure 5). Chez 
l’humain, l’axe crypte-villosité de l’intestin grêle complète sa morphogénèse entre la 18e et la 20e 
semaine de gestation (Beaulieu, 1997). Les cryptes sont l’enceinte de l’entièreté des processus de 
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prolifération et de différenciation servant au renouvellement continu des CEIs matures et 
fonctionnelles (Beaulieu, 1997; Sancho et al., 2004). Selon le modèle classique, de quatre à six 
cellules souches multipotentes « cp 4 » résident à l’intérieur d’une niche spécifique localisée vers 
la quatrième et la cinquième position de l’axe vertical des cryptes (Figure 5) (Potten et al., 2009). 
Cette population de CEIs clonogéniques est caractérisée par l’expression de la protéine Bmi-1, 
un membre du « Polycomb repressive complexe 1 » (PRC1). Ce complexe est connu pour 
gouverner de nombreux mécanismes de répression génétique liés à la conservation des 
caractéristiques souches des cellules épithéliales (p. ex. capacité d’auto-renouvellement) 
(Margueron and Reinberg, 2011). Le modèle de l’organisation des cellules souches intestinales 
qui est actuellement le plus accepté chez les mammifères propose qu’entre douze et seize cellules 
souches « crypt base colomnar » (CBC) exprimant fortement la protéine Lgr5 soient intercalées 
entre les cellules de Paneth à la base de chaque crypte (Clevers, 2013). Selon ce modèle, les 
cellules souches Bmi-1 positives de la quatrième/cinquième position cellulaire sont généralement 
quiescentes et ont pour fonctions de remplacer périodiquement la perte des cellules CBC causée 
par les différents stress physiologiques.  
 Les cellules filles des cellules souches sont à l’origine des deux populations de cellules 
progénitrices (Figure 5) commises à se différencier vers l’une ou l’autre des deux grandes voies 
de différenciation épithéliale de l’intestin, soit la voie des cellules sécrétrices et la voie des 
cellules absorbantes (Potten et al., 2009). Les cellules progénitrices effectuent de trois à six 
rondes de division cellulaire (selon leur futur type cellulaire), tout en migrant vers le tiers 
supérieur des cryptes où elles entament alors leur processus de différenciation terminal et cessent 
de proliférer (Figure 5). Trois des quatre types majeurs de CEIs différenciées intègrent ensuite 
les villosités, soit : 1) les cellules caliciformes (ou cellules à gobelet ; lignée sécrétrice) 
responsables de l'expression du mucus protecteur enrobant la muqueuse, 2) les cellules 
entéroendocrines (lignée sécrétrice) qui sécrètent diverses hormones servant à réguler les 
fonctions digestives (p. ex. sérotonine) et 3) les entérocytes (lignée absorbante) qui forment la 
population la plus abondante ( 90 %) des villosités (Khan and Ghia, 2010; Potten et al., 2009). 
Soulignons dans ce dernier cas que le pôle apical des entérocytes présente de nombreuses 
microvillosités caractéristiques nommées « bordure en brosse » permettant de maximiser la 
surface absorbante de l’épithélium intestinal afin de favoriser le passage transépithélial des 
 
 
Figure 5 :   La muqueuse intestinale 
 
La muscularis mucosae se trouve à la base de la muqueuse intestinale et est constituée de 
muscle lisse servant aux mouvements localisés de la glande intestinale. La lamina propria est 
un tissu conjonctif lâche superposé à la muscularis mucosae supportant l’architecture et les 
fonctions de l’épithélium glandulaire de type prismatique simple qui recouvre l’axe crypte-
villosité. Les échanges entre la muqueuse et l’organisme sont assurés par un réseau de 
capillaires sanguins et lymphatiques parcourant la lamina propria. Les nombreux fibroblastes 
de la lamina propria sont responsables de l’expression et de l’assemblage de la majorité des 
constituants de la MEC de ce compartiment, tandis que l'expression et l’assemblage des 
constituants de la lame basale qui délimite la partie supérieure de la lamina propria se fait 
conjointement par les myofibroblastes sous-épithéliaux et les CEIs. Ainsi, le pôle basal des 
CEIs formant le feuillet épithélial est abluminal et adhère sur la lame basale. Les cellules 
souches épithéliales multipotentes situées à la base des cryptes sont responsables du 
renouvellement des cellules progénitrices prolifératives et indifférenciées de la portion 
inférieure des cryptes. Ces dernières sont néanmoins commises vers l’une ou l’autre des deux 
grandes voies de différenciation épithéliale de l’intestin, soit la voie des CEIs absorbantes 
(entérocyte) et la voie des CEIs sécrétrices (cellules caliciformes, entéroendocrines et de 
Paneth). Les cellules progénitrices migrent vers les villosités et exécutent leur processus de 
différenciation terminal au niveau du tiers supérieur des cryptes. Les entérocytes (les CEIs les 
plus abondantes dans les villosités), les cellules caliciformes et les cellules enteroendocrines 
intègrent ensuite les villosités et forment ensemble l’épithélium villositaire. De trois à cinq 
jours s’écoulent entre la naissance des cellules progénitrices et l’élimination des cellules 
apoptotiques à l’extrémité des villosités. Les cellules de Paneth migrent pour leur part en 
direction opposée jusqu'à ce qu'elles rejoignent leur niche au fond des cryptes avec les cellules 












nutriments et des ions vers la lamina propria (Giepmans and van Ijzendoorn, 2009). Les trois 
principaux types de CEIs villositaires migrent graduellement vers l’extrémité des villosités où 
elles entrent alors en apoptose et sont larguées dans la lumière intestinale (Vachon, 2011). Une 
période de trois à cinq jours est comptée entre la naissance de ces cellules à la base des cryptes et 
leur exfoliation à l’apex des villosités. Les cellules de Paneth forment le quatrième type majeur 
de CEI mature et différenciée (lignée sécrétrice) (Potten et al., 2009). Ces cellules migrent pour 
leur part vers la base des cryptes avant d'avoir complété leur différenciation terminale, et ce, 
jusqu'à ce qu'elles rejoignent leur niche au fond des cryptes entre les cellules souches de type 
CBC. Les cellules de Paneth sécrètent alors plusieurs molécules à action antimicrobienne (p. ex. 
les lysozymes et les peptides de la classe des défensines), ainsi que des facteurs paracrines (p. ex. 
EGF, Wnt3) cruciaux pour la régulation des fonctions de la muqueuse intestinale et 
potentiellement impliqués dans la formation de la niche des cellules souches épithéliales. La 
cohésion physique et fonctionnelle du feuillet épithélial intestinal pendant la migration des CEIs 
est assurée en majeure partie par l’adhésion des intégrines à la lame basale et par l’adhésion 
latérale intercellulaire médiée par différents types de complexes d’adhésion cellule-cellule 
(principalement les jonctions adhérentes, les jonctions serrées et les desmosomes) (Escaffit et al., 
2005a; Escaffit et al., 2005b; Ménard et al., 2005). Ainsi, la couche cellulaire unique formée par 
les CEIs se comporte d'une part comme une cloison étanche contre les micro-organismes de la 
flore intestinale et d’autre part comme une membrane perméable et sélective envers les 
nutriments qui transitent dans la lumière intestinale (Shimizu, 2010; Turner and Turner, 2010).  
 
1.2.3 Expressions et fonctions des intégrines chez les CEIs   
 
Les CEIs formant l’épithélium intestinal présentent une régulation spatio-temporelle des 
intégrines exprimées durant le développement, ainsi que le long de l’axe crypte-villosité et de 
l’intestin (Lussier et al., 2000; Ménard et al., 2005). Or, l’ensemble des travaux de caractérisation 
de l’expression des intégrines par les CEIs et de la distribution de leurs ligands potentiels dans la 
lame basale de l’axe crypte-villosité permet de dresser un tableau relativement précis des 
fonctions principales des différents couples intégrine-ligand chez ce type cellulaire. Par exemple, 
l’expression des intégrines α5β1 et α8β1 — deux récepteurs de la séquence RGD de la 
fibronectine — est principalement détectée chez les CEIs des cryptes, ce qui s'accorde 
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relativement bien avec le patron de distribution de la fibronectine dans la lame basale sous-
jacente (Benoit et al., 2012; Gagne et al., 2010). Puis, conformément au rôle suggéré par cette 
distribution particulière, la littérature démontre que ces deux intégrines sont impliquées dans 
l’adhésion et la prolifération RGD et/ou fibronectine-dépendante chez les CEIs cultivées ex vivo 
(p. ex. HIEC, RIE1, Caco-2) (Benoit et al., 2009; Gagne et al., 2010; Groulx et al., 2011; Vachon 
et al., 1995; Wang et al., 2010). D'autre part, les CEIs des cryptes expriment également les 
intégrines α1β1 et α2β1, ce qui leur permet plausiblement d’adhérer fermement sur le collagène 
de la lame basale de ce compartiment (Boudjadi et al., 2013; Lussier et al., 2000). Or, le profil 
d’expression cryptal des intégrines α5β1, α8β1, α1β1 et α2β1 favorisant l’adhésion des CEIs 
prolifératives et indifférenciées sur la fibronectine et le collagène (en plus des laminines) est 
substitué par un profil d’expression des intégrines favorisant l’adhésion prépondérante aux 
laminines (principalement la LN-332 et la LN-551) chez les CEIs du tiers supérieur des cryptes 
en cours de différenciation terminale et chez les CEIs différenciées des villosités (Gout et al., 
2001; Teller et al., 2007). Plus précisément, d'une part l’expression de l’intégrine α7Bβ1 est 
uniquement détectée chez les CEIs du tiers supérieur des cryptes et du tiers inférieur des 
villosités de l’intestin grêle. Et d'autre part, l’expression des intégrines α3β1 et α6β4ctd+ est 
uniquement détectée chez les CEIs matures et fonctionnelles des villosités (Beaulieu, 2010; 
Lussier et al., 2000). Or, en accord avec la distribution de l’expression de ces récepteurs des 
laminines (α7β1, α3β1 et α6β4ctd+) chez les CEIs de l’axe crypte-villosité, différents travaux 
rapportent que ces intégrines favorisent la polarisation basale-apicale, la différenciation et le 
maintien des caractères polarisés chez des modèles cellulaires du processus de différenciation 
des CEIs (p. ex. Caco-2/15, HT-29) (Basora et al., 1997; Beaulieu, 2010; Schreider et al., 2002; 
Stutzmann et al., 2000; Wang et al., 2010). Les variations du répertoire spécifique des intégrines 
exprimées par les CEIs en fonction de leur contexte illustrent bien le rôle central que joue les 
interactions entre les intégrines et les constituants de la lame basale dans la régulation spatio-
temporelle des activités et comportements exécutés par ce type cellulaire (il est à noter que les 






1.3 Hypothèse(s) et objectifs 
 
Tel que nous l’avons mentionné précédemment, l’ILK est une protéine adaptatrice des sites 
d’adhésion cellule-MEC des intégrines dont les fonctions ont été associées à la régulation de 
voies de signalisation (p. ex. Wnt), d’activités cellulaires (p. ex. assemblage de la MEC) et des 
principaux comportements cellulaires (p. ex. prolifération, différenciation, migration). L’ILK est 
également le constituant central du complexe tripartite PIP qui est impliqué dans le recrutement 
de plusieurs protéines adaptatrices dans les FAs. D’autre part, il est bien établi que les 
interactions intégrine-ligand des CEIs constituent l’un des pivots contrôlant les prises de 
décisions de ces cellules lors de leur progression le long de l’axe crypte-villosité. Considérant 
ces informations, il n’est pas étonnant que la littérature indique que la dérégulation de 
l’expression et des fonctions de l’ILK chez les CEIs soit associée à des processus tels que la 
transition épithélium-mésenchyme et le cancer colorectal. Notre hypothèse principale était donc 
que l’expression et les fonctions de l’ILK chez les CEIs normales soient importantes pour 
l’intégrité des fonctions des intégrines impliquées dans la régulation des processus et 
comportements cellulaires fondamentaux pour l’homéostasie de l’épithélium intestinal.  
 Mes travaux de doctorat visaient principalement à : 1) déterminer l’expression de l’ILK et 
du complexe PIP en fonction du contexte cellulaire (prolifératif vs différencié) chez les CEIs de 
l’axe crypte-villosité humain (in vivo) et chez les modèles de CEIs humaines en culture (ex vivo), 
2) analyser le ou les rôles de l’ILK dans la régulation des principaux comportements cellulaires 
des CEIs et 3) identifier le ou les mécanismes importants pour ces rôles potentiels de l’ILK chez 
les CEIs normales. 
Afin de répondre à ces trois objectifs, nous avons utilisé deux approches complémentaires : 
- La première visait à caractériser l’expression et la distribution de l’ILK et des autres 
membres du complexe PIP chez les CEIs de l’axe crypte-villosité intestinal humain, de même 
que chez le modèle des CEIs indifférenciées HIEC et le modèle du processus de différenciation 
entérocytaire Caco-2/15. 
- La deuxième consistait à analyser les fonctions de l’ILK dans les principaux processus et 
comportements des CEIs, et ce, principalement par le biais d’un ARN interférent spécifique 
permettant d’inhiber l'expression de l'ILK chez les cellules HIEC et Caco-2/15. 
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Matériels et Méthodes 
2.1 Culture cellulaire 
 
2.1.1 Cellules HIEC 
 
La lignée cellulaire HIEC-6 (Human intestinal epithelial cell, HIEC) a été générée à partir d’un 
iléon fœtal humain de 18 à 20 semaines (Perreault and Beaulieu, 1996). Les cellules de cette 
lignée normale et non immortalisée demeurent indifférenciées et présentent des caractéristiques 
proches des cellules épithéliales prolifératives et indifférenciées de la crypte intestinale (Pageot 
et al., 2000; Tremblay et al., 2006). Ces cellules sont cultivées à 37C dans le milieu Opti-
MEM® (Gibco-Invitrogen Corp., Eugene, OR) contenant 4 % (v/v) de sérum de veau fœtal 
(FBS) CELLect™ Gold (MP Biomedicals, Solon, OH), 2 mM de glutamine (Gibco BRL), 
10mM HEPES (Gibco-Invitrogen) et 5 ng/ml d’EGFh (BD Bioscienses, Bedford, MA), dans une 
atmosphère 95 % air et 5 % CO2. Le milieu est changé toutes les 48 heures et les cellules sont 
ensuite réensemencées un dans trois à l’atteinte de la confluence. 
 
2.1.2 Cellules Caco-2/15 
 
La lignée cellulaire Caco-2/15 est un clone de la lignée parentale Caco-2 (Beaulieu et Quaroni, 
1991) (ATCC, Manassas, VA). Les cellules de cette lignée entament spontanément un processus 
de différenciation de 30 jours à l'atteinte de la confluence et expriment graduellement différents 
marqueurs de différenciation (p. ex. sucrase-isomaltase, villine) au cours de ce processus 
(Beaulieu and Quaroni, 1991; Pageot et al., 2000; Tremblay et al., 2006). Ces cellules sont 
cultivées dans du DMEM (Gibco-Invitrogen) contenant 10 % (v/v) FBS CELLect™ Gold (MP 
Biomedicals), 4 mM de glutamine (Gibco-Invitrogen) et 20mM HEPES (Gibco-Invitrogen), à 
37C dans une atmosphère à 95 % air et 5 % CO2. Le milieu est changé aux 48 heures et les 




2.2  Transfection et transduction cellulaire 
 
2.2.1 Transfection des ARN interférents 
 
L’ARN interférent contrôle, non-silencing negative control siRNA (siCNS) a été acheté de 
Qiagen (Mississauga, ON, Canada) et l’ARN interférent contre ILK (siILK) a été acheté 
d’Ambion (Applied Biosystems/Ambion, Austin, TX). La journée qui précède la transfection, 2 
x 104 cellules par cm2 sont ensemencées dans des boites de Petri de culture cellulaire (pétri) 
(35 mm, 60 mm, 100 mm; Falcon plastics, Los Angeles, CA) dont le diamètre est déterminé en 
fonction du nombre total de cellules requises pour l’expérience. Les cellules sont transfectées 24 
heures plus tard avec les siRNA (40 nM concentration finale). Les agents de transfection 
liposomal X-tremeGENE siRNA Transfection Reagent (Roche Diagnostics, Laval, QC, Canada) 
pour les cellules HIEC et HiPerfect Transfection Reagent (Qiagen, Missisauga, ON) pour les 
cellules Caco-2/15 ont été utilisées conformément aux instructions du fabricant. Des analyses par 
immunobuvardage on permit de déterminer que l’inhibition de l'expression de l’ILK chez les 
CEIs en culture est effective approximativement 36 heures après la transfection du siILK 
(données non présentées). Ainsi, les cellules sont considérées comme prêtes à être utilisées pour 
les expériences approximativement 48 heures après les transfections des siRNA (siCNS et 
siILK). 
 
2.2.2 Transduction du vecteur d’expression V5-tagged wtILK 
 
Le vecteur qui code la forme sauvage d’ILK, le vecteur V5-tagged wtILK est un généreux don 
du Dr Shoukat Dedhar (University of British Colombia, BC). L’établissement d’une population 
stable de cellules HIEC exprimant le V5-tagged wtILK est effectué en utilisant une stratégie de 







2.3     Analyse de protéines par immunobuvardage de type western 
  
2.3.1 Préparation des extraits protéiques 
 
Chacun des pétris contenant les cellules à extraire sont préalablement rincées avec une solution 
saline de tampon phosphate (PBS) (140 mM de NaCl (Fisher Scientific, Ottawa, On), 3 mM de 
KCl (Fisher Scientific), 8 mM de Na2HPO4 (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ ) et 1,5 mM de KH2PO4 
(J.T. Baker)) (pH 7.4) froid (4C), puis solubilisées dans un tampon Laemmli (2.3 % (m/v) SDS 
(Sigma-Aldrich, Oakville, On), 10 % glycérol (v/v), 0.001 % bleu de bromophénol dans 62,5 
mM Tris–HCl, pH 6.8 additionné de 5 % β-mercaptoéthanol (v/v) (Sigma-Aldrich). Les cellules 
sont ensuite grattées et transférées dans un Eppendorf, passées 10 secondes au sonicateur, 
centrifugées à 13 000 rotations par minute pendant 5 minutes, puis chauffées pendant 5 minutes à 
95C. La concentration des protéines dans chacun des échantillons est évaluée par la méthode de 
Lowry (Lowry et al., 1951) ou avec le DC Protein Assay Kit (Bio-Rad, Mississauga, ON). Les 
lysats cellulaires étaient utilisés immédiatement ou conservés à -20C. 
 
2.3.2 Séparation des protéines et transfert sur membrane 
 
Des gels séparateurs de types Thomas and Kornberg (Thomas and Kornberg, 1975) de 
concentrations variant entre 10 et 15 % selon la taille des protéines à analyser sont préalablement 
préparés. Ensuite des quantités adéquates (de 25 à 100 g) et équivalentes de protéines sont 
chargées dans des puits individuels, puis séparées par électrophorèse de type SDS-PAGE 
(Shapiro et al., 1967) pendant 12 à 16 heures à 60 volts. Ensuite, le gel de polyacrylamide est 
placé en sandwich contre une membrane de nitrocellulose dans un module de transfert Trans-
Blot Cell (Bio-Rad) selon les indications du fabricant. Pour effectuer le transfert, un courant 
électrique est appliqué dans la chambre réservoir du module pendant 20 minutes à 20 volts, puis 
de 60 à 90 minutes à 100 volts. Un marqueur de masse moléculaire (Full-Range Rainbow 
Markers, GE Healthcare, Baie d’Urfée, QC, Canada) de même qu’une coloration au rouge de 
Ponceau (0.2 % (m/v) rouge de Ponceau (Sigma-Aldrich) dans 20 % d’acide trichloroacétique 
(Sigma-Aldrich)) sont utilisés afin d’évaluer l’efficacité du transfert et de repérer les zones de la 
membrane de nitrocellulose à utiliser dans la détection des protéines d’intérêts. 
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2.3.3 Détection des protéines 
 
Les sites non spécifiques de la portion de membrane présentant la protéine d’intérêt sont saturés 
(blocage) pendant une heure à température de la pièce dans une solution de blocage 5 % (m/v) 
BLOTTO  (5 % de lait en poudre écrémé, 0.01 % (v/v) Tween 20 (Bio-Rad) dans le PBS) ou 
PBS-BSA 2 % (m/v) (dépendant des caractéristiques de l’anticorps primaire à utilisé). Puis, la 
membrane est incubée 16 heures à 4C avec un anticorps primaire spécifique dilué dans la 
solution de blocage (la liste des anticorps primaires utilisés est fournie dans le tableau 1 à la fin 
de cette section « Matériels et Méthodes »). Après l'incubation, l’anticorps primaire est enlevé et 
la membrane est lavée à quatre reprises pendant 10 minutes avec une solution PBS contenant 
0.01 % de Tween 20. La membrane est incubée pendant 1 heure à température de la pièce avec 
un anticorps secondaire spécifique dirigée contre l’espèce ayant produit l’anticorps primaire (c.-
à-d., souris, lapin ou rat; tableau 1). Après incubation, l’anticorps secondaire est enlevé et la 
membrane est de nouveau lavée à quatre reprises pendant 10 minutes avec une solution PBS 
contenant 0.01 % de Tween 20. Tous les anticorps secondaires (Amersham Pharmacia Biotech 
Inc., Piscataway, NJ) utilisés étaient couplés à l’enzyme horseradish peroxidase (HRP). La 
révélation des protéines d’intérêts était effectuée à l’aide de réactions de bioluminescence 
produites à l’aide des systèmes Immobilon Western (Millipore, Temucula, CA) ou ECL (GE 
Healthcare). L’intensité relative des bandes obtenues était évaluée par des analyses 
densitométriques utilisant le logiciel Scion Image (Scion Corporation, Frederick, MD).  
 
2.4   Isolation de la matrice extracellulaire 
 
2.4.1 Récupération  des protéines totales de la MEC des cellules en culture 
 
Préalablement à l’expérience, des cellules HIEC transfectées avec le siCNS ou le siILK étaient 
transférées à une concentration de 3 x 104 cellules par cm2 dans des pétris de 100 mm, puis les 
cellules étaient cultivées de routine pendant 48 heures. Les cellules étaient ensuite lysées à 
température de la pièce pendant 5 minutes à l’aide d’une solution de 27M d’hydroxyde 
d’ammonium (NH4 OH) dans de l’eau bidistillée. Les lysats sont jetés et la MEC est rincée 10 
minutes en rotation avec de l’eau bidistillée avant d’être récupérée dans du tampon Laemmli. 
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2.4.2 Récupération de la matrice de fibronectine fibrillaire avec le deoxycholate (DOC) 
 
Cette technique a été adaptée d’une publication par Wierzbicka-Patynowski et coll. (2004) 
portant sur les méthodes d’analyses spécifiques de la matrice de fibronectine (Wierzbicka-
Patynowski et al., 2004). Préalablement à l’expérience, des cellules HIEC transfectées avec le 
siCNS ou le siILK étaient ensemencées à une concentration de 3 x 104 cellules par cm2 dans des 
pétris de 60 mm recouverts ou non de 3 g par cm2 de fibronectine plasmatique humaine 
(fibronectine exogène; Millipore/Chemicon,Temucula, CA). Les cellules sont ensuite cultivées 
pendant 48 heures, puis rincées avec une solution PBS froide. Subséquemment, les cellules sont 
lysées avec 500 l de tampon de lyse deoxycholate (DOC) (2 % (m/v) deoxycholate de sodium 
(Fisher Scientific), 20 mM Tris-HCl pH 8.8, 2 mM PMSF (Sigma-Aldrich), 2 mM EDTA 
(Sigma-Aldrich), 2 mM d’acide iodoacétique (Sigma-Aldrich) et 2 mM de N-ethylmaleimide 
(Sigma-Aldrich) dans de l’eau nanopure). Puis, les lysats sont transférés dans des Eppendorfs de 
1.5 ml, passés à cinq reprises dans une seringue munie d’une aiguille de type 26-G, puis 
finalement microcentrifugés pendant 20 minutes à 13 000 rpm. Les culots de protéines insolubles 
au DOC  (contient la fibronectine fibrillaire) sont ensuite solubilisés avec 100 l de tampon de 
lyse SDS (1 % SDS, 20 mM Tris-HCl pH 8.8, 2 mM PMSF, 2 mM EDTA, 2 mM d’acide 
iodoacétique et 2 mM de N-ethylmaleimide dans de l’eau nanopure) puis additionnées de 25 l 
de tampon Laemmli. Le volume des échantillons insolubles au DOC à charger pour les analyses 
en immunobuvardage est estimé en dosant les protéines (avec le DC Protein Assay Kit (Bio-
Rad)) contenues de protéines solubles au DOC des surnageants.  
 
2.4.3 Recouvrement des pétris et des lamelles de verre avec la fibronectine ou le collagène I  
 
Afin de former un substrat cellulaire exogène de 3 g/cm2 de fibronectine et de 10 g/cm2 de 
collagène I, de la fibronectine plasmatique humaine (Millipore) diluée dans le PBS et du 
collagène de type 1 de rat (BD Biosciences, Bedford, MA) dilué dans une solution 0,02 N 
d’acide acétique/eau nanopure étaient incubées pendant 2 heures et à 37 °C dans des pétris ou 
des lamelles de verre (12 mm de diamètre ;VWR International, Radnor Township, PA). Tous les 
sites d’adhésion restants sont bloqués avec une solution 2 % BSA (Sigma-Aldrich) dilué dans le 
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PBS. Plusieurs protéines contenu dans le FBS (e.g., vitronectine, fibronectine) se déposent et/ou 
adsorbent sur le plastique des pétris et le verre des lamelles et stimule l’adhésion et l’étalement 
des cellules ensemencées (Hayman et al., 1985). Ainsi, afin de faciliter l’adhésion des cellules 
sur les lamelles de verre, ces dernières étaient préincubées pendant 2 heures à 37 °C avec du 
milieu de culture contenant 4 % de FBS (MP Biomedicals).  
 
2.5 Immunoprécipitation  
 
Les cellules étaient solubilisées dans 1 ml de tampon de lyse froid (10 mM Tris–HCl, pH 7.4, 
150 mM NaCl, 1mM EDTA, 1 % (v/v) Triton X-100, et l’inhibiteur de protéase sans EDTA 
cOmplete, Mini (Roche Diagnostics)), puis transférées pendant 20 minutes sur la glace. Les 
lysats sont microcentrifugés à 13 000 rpm pendant 15 minutes à 4 °C, puis, afin d’éliminer les 
interactions non spécifiques, les culots sont traités avec 100 l de Protein G-Sepharose™ 
(Gibco-Invitrogen) pendant 1 heure à 4 °C sous agitation. Les billes Protein G-Sepharose™ sont 
récupérées par une minicentrifugation rapide et jetées. Les échantillons étaient ensuite incubés 
avec l’anticorps primaire pendant 16 heures sous agitation et à 4 °C, puis pendant 1 heure avec 
30 l de Protein G-Sepharose™. Les billes Protein G-Sepharose™ étaient récupérées par 
minicentrifugation, lavées trois fois avec le tampon de lyse. Les protéines du précipitées étaient 
récupérées avec du tampon Laemmli 2x, puis analysées par immunobuvardage. 
 
2.6 Isolation des protéines et des Rho GTPases membranaires 
 
Les cellules étaient d’abord rincées au PBS froid, incubées dans un tampon de lyse ((250 mM de 
sucrose (Sigma-Aldrich), 10 mM de Tris pH 7.5, 1 mM de PMSF (Sigma-Aldrich) 1 % d’un 
mélange commercial d’inhibiteurs de protéases (Sigma-Aldrich)), puis transférées dans un 
Eppendorf. Après 3 cycles de congélation à l’azote liquide et de décongélation à 37 °C, les 
échantillons étaient centrifugés à 100 000 x g pendant 1 heure à 4 °C. Les culots obtenus sont 
lavés avec du tampon de lyse puis resuspendu dans 100 μl de ce tampon additionné de 0,1 % de 
SDS et 1 % de Triton X-100. Tous les extraits protéiques sont subséquemment analysés par 
immunobuvardage. 
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2.7   Microscopie 
 
2.7.1 Microscopie optique 
 
Après les expériences et/ou les traitements appropriés, les cellules étaient visualisées directement 
dans le pétri avec un microscope DMIRBE (Leica, Saint-Laurent, QC) équipé pour l’acquisition 
d’image (RTE/CCD Y/Hz-1300 cooled camera, Princeton Instruments inc., Trenton, NJ). Le 
logiciel informatique Metamorph Imaging System (Universal Imaging Corp., West Chester, PA) 
a été utilisé pour mesurer numériquement l’étalement cellulaire. 
 
2.7.2 Microscopie par immunofluorescence indirecte sur des tissus intestinaux 
 
Les procédures d’inclusion des tissus intestinaux utilisés pour effectuer des coupes cryogéniques 
ont été décrites précédemment (Beaulieu, 1992). Brièvement, des coupes cryogéniques de 3 μm 
d’épaisseur sur une lame de verre (VWR) sont fixées dans le PBS-paraformaldéhyde 2 % (m/v) 
(Sigma-Aldrich) pendant 45 minutes à la température de la pièce ou dans le méthanol (-20 °C) 
pendant 10 minutes. Trois lavages au PBS de 10 minutes sont effectués suivit d’une incubation 
des tissus dans une solution de PBS-glycine 100 mM à pH 7.4 pendant 45 minutes à 4oC. Trois 
autres lavages au PBS de 10 minutes sont effectués, puis les sites d’interactions non spécifiques 
sont bloqués dans une solution de PBS-BSA 2 % ou 5 % BLOTTO pendant 30 minutes à la 
température de la pièce. Les anticorps primaires (tableau 1) sont dilués dans la solution de 
blocage puis incubés avec les tissus pour une période de 1 heure à température pièce. Les tissus 
sont ensuite lavés pendant 10 minutes puis incubés (protégés de la lumière) en présence de 
l’anticorps secondaire spécifique de l’espèce d’origine de l’anticorps primaire. L’anticorps 
secondaire est également dilué dans la solution de blocage. Les anticorps secondaires utilisés 
sont : chèvre anti-souris et chèvre anti-lapin Alexa Fluor® 488 (1/200) (Gibco-Invitrogen), 
chèvre anti-souris Alexa Fluor® 594 (1/200) (Gibco-Invitrogen), chèvre anti-souris et chèvre 
anti-lapin couplés à la rhodamine (1/25) (Chemicon International, Temucula, CA) et finalement, 
chèvre anti-souris couplé au FITC (1/25) (Chemicon). Suite à l’incubation, les tissus sont lavés 
10 minutes puis incubés dans une solution de PBS-DAPI (1 /50 000) (Sigma-Aldrich) pendant 3 
minutes, puis relavés au PBS pendant 5 minutes. Certaines sections ont également été contre 
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colorées dans une solution de 0.01 % (m/v) bleu Evan (Sigma-Aldrich)-PBS. Les tissus sont 
ensuite recouverts de 2 à 5 l de milieu de montage (glycérol : PBS 9/1 + 0,1 % (m/v) de 
paraphénylenediamine) et d’une lamelle de verre. Les tissus sont visualisés avec un microscope 
Reichert Polyvar 2 (Leica, Saint-Laurent, QC) équipé pour l’acquisition d’image en 
épifluorescence (DCFC300FX camera, Leica). Le logiciel Metamorph Imaging System 
(Universal Imaging Corp.) a été utilisé pour l’acquisition numérique des images. 
 
2.7.3 Spécimens de tissu intestinal humain 
 
Tous les travaux et les spécimens d’iléon humain adulte et fœtal ont été faits et obtenus selon des 
protocoles approuvés par le Comité d'éthique de la recherche en santé chez l'humain du Centre 
hospitalier universitaire de Sherbrooke pour les projets: Tissus foetaux: Projet #1997-4,96-38 et 
Tissus adultes: Projet #1991-17, 90-18. Les segments d’iléons de 20 semaines de gestation ont 
été obtenus par interruption volontaire de grossesse alors que les segments d’iléons adultes ont 
été obtenus de tissus sains entourant des résections de l’iléon chez des patients atteints de 
pathologies intestinales non inflammatoires.  
 
2.7.4 Microscopie par immunofluorescence indirecte sur des cellules 
 
D’abord, 2.0 à 4.0 x 104 cellules par cm2 étaient ensemencées sur des lamelles de verre de 
12 mm de diamètre déposées au fond des puits d’une plaque de 12 puits (Starstedt, Montéal, 
QC). Les procédures touchant la microscopie à immunofluorescence des cellules sont 
essentiellement les mêmes que celle décrite à la section 2.6.2. Cependant les cellules peuvent 
avoir à subir une étape de perméabilisassions des membranes avec une solution de PBS-Triton 
X-100 0,2 % pendant 5 minutes, suivit de trois lavages de 10 minutes dans le PBS afin de 
permettre aux anticorps primaires (Tableau 1) d’atteindre la région cytoplasmique et nucléaire 
des cellules. Cette étape est ajoutée après le troisième lavage suivant la fixation dans la solution 
de PBS-paraformaldéhyde 2 % uniquement. De plus, pour marquer le cytosquelette d’actine des 
cellules simultanément à une protéine d’intérêt, de la phalloïdine conjuguée au TRITC (1 dans 
5000) (Chemicon) est ajoutée à la solution de blocage servant à diluer l’anticorps secondaire.  
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2.8 Essai de prolifération cellulaire par incorporation du BrdU 
 
Préalablement à l’expérience, des cellules HIEC ou Caco-2/15 transfectées avec le siCNS ou le 
siILK sont transférées à une concentration de 3.0 x 104 cellules par cm2 dans des pétris de 
35 mm. Les cellules sont cultivées préconfluentes puis le BrdU (BrdU labelling reagent du In 
Situ Cell Proliferation Kit Fluos® (Roche Diagnostics)) est ajouté au milieu de culture pour une 
période de 4 heures (10 M concentration finale). À terme, les cellules sont rincées au PBS, puis 
fixées avec du méthanol (-20 °C) pendant 10 minutes. Les cellules fixées sont incubées pendant 
8 minutes dans une solution HCl 4N (solution de Xagor, afin de dénaturer la chromatine), puis 
laver trois fois au PBS et finalement incubées pendant 10 minutes avec la solution de blocage 
(Blocking reagent di In Situ Cell Proliferation Kit Fluos®). Subséquemment, les cellules sont 
incubées 60 minutes à 37 °C avec l’anticorps anti-BrdU couplé au FITC (Roche Diagnostics) 
dilué 1 / 50 dans la solution de blocage, puis lavées trois fois au PBS et incubées 3 minutes dans 
une solution de PBS-DAPI (1 /50 000) (Sigma-Aldrich). Un lavage final de 5 minutes avec le 
PBS est effectué. Finalement, le marquage au BrdU des cellules est visualisé directement dans 
les pétris avec un microscope DMIRBE (Leica) équipé pour l’acquisition d’image en 
épifluorescence (DCFC300FX camera, Leica). Le logiciel Metamorph Imaging System 
(Universal Imaging Corp.) a été utilisé pour l’acquisition numérique des images. Les cellules 
marquées au BrdU et au DAPI ont été comptées manuellement et l’indice de prolifération a été 
obtenu en calculant le pourcentage de cellules ayant incorporé le BrdU nombre total de cellules 
marquées avec le DAPI. 
 
2.9  Essais  de migration cellulaire 
 
2.9.1 Essai de migration par la formation d’une blessure 
 
Préalablement à l’expérience, des cellules HIEC transfectées avec le siCNS ou le siILK sont 
transférées à une concentration de 2,5 x 104 cellules par cm2 dans des pétris de 35 mm. Les 
cellules étaient ensuite cultivées normalement jusqu’à la confluence. Pour les essais de 
migration, une partie de la couche confluente de cellule est blessée à l’aide d’un morceau de 
lame de rasoir de 1,5 cm de large. Les cellules sont ensuite rincées au PBS puis incubées pendant 
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48 heures avec leur milieu de culture additionné de 2 mM concentration finale d’hydroxyurée 
afin d’inhiber la prolifération cellulaire. Ce traitement permet l’arrêt de la prolifération cellulaire, 
et ce, sans affecter la migration (Hamuro et al., 2002). Les cellules sont ensuite fixées, marquées 
au DAPI et visualisées au microscope. Finalement, les cellules ayant dépassé la marge des 
blessures étaient comptées manuellement.  
 
2.9.2 Essai  d’étalement/migration des agrégats cellulaires 
 
Cet essai a été élaboré afin d’évaluer simultanément les capacités d’étalements et de migration 
des cellules. Les cellules HIEC traitées avec le siCNS ou le siILK dans des pétris de 100 mm 
(Falcon) sont d’abord récoltées en utilisant une solution de PBS-EDTA 0,5 mM pendant 15 
minutes à 37 °C et ensuite transférées dans un tube de 15 ml (Falcon). Les tubes sont centrifugés 
pendant 4 minutes à 1000 x g à température pièce. Suivant cette étape, les cellules sont 
suspendues doucement dans le milieu de culture HIEC additionné de 2 mM d’hydroxyurée 
(concentration finale) (Hamuro et al., 2002). Pour cette étape, une pipette sérologique à bout 
large (Starstedt, Montréal, QC) est utilisée de manière à produire des agrégats de moins de 50 
cellules. Les cellules sont ensuite transférées dans un pétri pour bactérie (Sarstedt) préalablement 
prétraité pendant 1 heure à 37 °C avec une solution de PBS-BSA 2 %. Les pétris contenants les 
cellules sont incubées pendant 4 heures à 37 °C, période durant laquelle ils sont agités 
délicatement à tout les 30 minutes. À ce moment les cellules sont transférées dans des pétris de 
culture de 100 mm (Falcon) préalablement recouverts ou non de 3 g par cm2 de fibronectine 
exogène et incubées pendant 1 heure à 37 °C. Après cette période, des agrégats 
d’approximativement 50 à 100 cellules sont repérés avec un microscope inversé M40-82797 
(Wild Heerbrugg, Leica) et entourés sur la partie externe du pétri à l’aide d’un crayon marqueur. 
Après 24 heures, ces agrégats sont photographiés au microscope avec une caméra numérique RS 
Photometrics (CoolSNAP). L’aire couverte par les agrégats et le nombre de cellules ont été 
évalués en utilisant le logiciel Metamorph Imaging System (Universal Imaging Corp.)  La 
capacité relative d’étalement/migration représente le ratio de l’aire couverte par un agrégat après 
24 heures sur le nombre de cellules formant le même agrégat. Le ratio avec les résultats des 
cellules contrôles est ensuite multiplié par 100.  
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2.9.3 Essai de restitution cellulaire 
 
Des cellules Caco-2/15 transfectées avec le siCNS ou le siILK étaient ensemencées à très haute 
densité (4.0 x 104 cellules par cm2) dans des pétris de 35 mm de manière à ce que la confluence 
de ces deux populations cellulaires expérimentales soit atteinte dans les 12 heures suivant 
l’ensemencement. Le surlendemain, les monocouches de ces cellules étaient blessées par 
aspiration avec l’extrémité d’un embout de pipette de 200 l  (0.5-0.6 mm de diamètre) puis les 
cellules sont rincées au PBS. Subséquemment, les cellules ont été incubées avec du milieu de 
culture pour Caco-2/15 additionné de 2 mM d’hydroxyurée (concentration finale) (Hamuro et al., 
2002) et additionnées (ou non) d’une concentration de fibronectines exogènes équivalentes à 
3g/cm2 de la surface des pétris. Les blessures étaient photographiées immédiatement après leur 
formation, puis 48 heures plus tard, avec un microscope inversé M40-82797 (Wild Heerbrugg, 
Leica Canada, Toronto) muni d’une caméra numérique RS Photometrics (CoolSNAP, Tucson, 
AZ). La surface des blessures a été mesurée avec le Metamorph Imaging System (Universal 
Imaging Corp.). La restitution relative représente le pourcentage de la restitution de la blessure 
d’origine, c’est-à-dire : l’aire de la blessure après 48 heures divisée par l’aire immédiatement 
après sa formation (multiplié par 100).  
 
2.10    Essai luciférase 
 
L’activité transcriptionnelle du complexe β-caténine/TCF chez des cellules HIEC transfectées 
avec 40 nM de siCNS (Quiagen) ou de siILK (Applied Biosystems/Ambion) a été vérifié en 
utilisant les plasmides TOPflash (promoteur actif) (Korinek et al., 1998) et FOPflash (Millipore) 
(Coghlan et al., 2000). Ces essais ont été effectués chez des cellules HIEC exprimant de façon 
exogène et stable des constructions de la β-caténine type sauvage (βcaténine-wt) ou une forme 
mutée de la β-caténine (S37A; βcaténine-mut) qui inhibe sa dégradation (Morin et al., 1997; 
Young et al., 1998). Ces cellules ont été générées dans le laboratoire du Pr Beaulieu par 
l’infection des cellules HIEC natives avec le vecteur d’expression pLNCX2 codant pour la forme 
sauvage ou mutée de la β-caténine ou encore avec un vecteur pLNCX2 vide servant de contrôle 
(vecteur vide) selon une stratégie de transduction rétrovirale décrite précédemment (Escaffit et 
al., 2006; Escaffit et al., 2005b). Pour les expériences, des cellules adhérées depuis 24 heures au 
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sein de pétris de 35 mm étaient transfectées simultanément en présence de X-tremeGENE 
(Roche Diagnostics) avec les siRNA (voir section 2.2.1) et en présence de 2 ul de Lipofectamine 
2000 (Gibco-Invitrogen) avec 2 ng du vecteur pRL-Luc codant pour le contrôle interne Renilla, 
avec 0.5 g du plasmide TOPflash ou du plasmide FOPflash. 48 heures après les transfections 
les cellules étaient récoltées et l’activité luciférase Firefly et Renilla étaient mesurée en utilisant 
le Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega Corporation) selon les instructions du 
fabricant. Pour les résultats, les valeurs normalisées obtenues pour les cellules transfectées avec 
la construction FOPflash étaient soustraites aux valeurs normalisées de l'expérience respective 
obtenues pour les cellules transfectées avec le plasmide TOPflash.  
 
2.11 Réaction en chaîne par polymérase et quantification PCR en temps réel 
 
2.11.1 Réaction d’ARN et transcription inverse (RT) 
 
L’ARN total des cellules HIEC ou Caco-2/15 transfectées avec les siRNA étaient extraits aux 
moments appropriés en utilisant le TriPure Isolation Reagent (Roche Diagnostics) conformément 
aux instructions du fabricant. La qualité de l’ARN extrait est vérifiée visuellement par U.V sur 
gel d’agarose 1 % (m/v) contenant du bromure d’éthidium. Les quantités d’ARN extraites sont 
mesurées par l’absorbance en spectrophotométrie à la longueur d’onde 260 nm et la pureté par le 
ratio de l’absorbance 260 nm/280 nm (Pfaffl, 2001). La réaction de transcription inverse a été 
effectuée telle que décrite précédemment (Ni et al., 2005). 2g d’ARN sont utilisé avec les 
amorces oligo(dt) (Amersham) et l’enzyme reverse-transcriptase Omniscript (Qiagen). Il est à 
noter que pour les expériences sur l’effet de l’inhibition artificielle de l’ILK sur l’expression de 
marqueurs de différenciation des cellules Caco-2/15 siCNS et Caco-2/15 siILK, les deux 
populations de cellules transfectées étaient ensemencées à très haute densité (4.0 x 104 cellules 
par cm2) dans des pétris de 35 mm de manière à synchroniser leur confluence au maximum. Ceci 
avait pour but de minimiser de possibles décalages dans l’initiation du processus de 
différenciation. De plus, des fractions séparées de l’épithélium et du mésenchyme isolés d’iléons 
foetaux à l’aide d’une solution non-enzymatique à base d’EDTA (BD Bioscience) (Perreault and 
Beaulieu, 1998) ont été utilisées pour détecter l’expression des membres du complexe PIP par 
RT-PCR. 
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2.11.2 Réactions en chaîne par polymérase (PCR) 
 
Les analyses PCR ont été effectuées telles que précédemment décrites (Ni et al., 2005). 
Rapidement, dans des tubes à PCR (Bio-Rad), 2 g d’ADNc sont mélangés avec 2,5 l de 
tampon d’amplification 10X (Qiagen), 10 μM de chacune des deux amorces spécifiques (IDT® 
Integrated DNA Technologies, Coralville, IA) (la liste des amorces sens et anti-sens utilisées lors 
des PCR et des qPCR est fournie dans le tableau 2 à la fin de cette section « Matériels et 
Méthodes »), 200 μM de solution de dNTP (New England Biolabs, Pickering, ON), et 1 μl de 
Taq polymérase (New England Biolabs). Le volume est ensuite complété à 25 l avec d’eau 
nanopure et les tubes sont placés à l’intérieure d’un appareil iCycler Thermal Cycler (Bio-Rad). 
Les réactions s’effectuent lors de 30 cycles successifs comportant 3 étapes : dénaturations de 
l’ADN à 94 °C d’une durée de 45 secondes, appariement des amorces à l’ADN à 60 °C d’une 
durée de 45 secondes et finalement élongation de l’ADN par la Taq polymérase à 72 °C d’une 
durée de 60 secondes. L’ADN amplifié par la réaction est ensuite migré sur un sur gel d’agarose 
1 % contenant du bromure d’éthidium. 
 
2.11.3 Quantification PCR en temps réel (qPCR) 
 
Les quantifications PCR en temps réel ont été effectuées telles que décrites précédemment (Ni et 
al., 2005). Dans les tubes pour quantification PCR en temps réel à paroi mince 
(Stratagene/Agilent Technologies, Santa Clara, CA), 2 g d’ADNc sont mélangés avec 10 l de 
Stratagene Brilliant II SYBR® Green QPCR Master Mix (Stratagene/Agilent Technologies), 10 
M de chacune des deux amorces spécifiques (voir le tableau 2 (IDT® Integrated DNA 
Technologies)). Le volume est ensuite complété à 25 l avec de l’eau nanopure et les tubes sont 
placés à l’intérieure d’un appareil MX3000P qPCR Machine (Stratagene/Agilent Technologies). 
Les réactions s’effectuent lors de 40 cycles successifs comportant 3 étapes : dénaturations de 
l’ADN à 95 °C d’une durée de 30 secondes, appariement des amorces à l’ADN à 55 °C d’une 
durée de 30 secondes et finalement élongation de l’ADN à 72 °C d’une durée de 60 secondes. La 
fluorescence produite après chaque phase d’appariement est acquise par l’appareil et les valeurs 
seuils (Cycle threshold - Ct) sont calculées automatiquement par le logiciel MxPro qPCR 
Software (Stratagene/Agilent Technologies). Les valeurs seuils Ct correspondent au nombre de 
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cycles nécessaire afin que le signal de fluorescence de la réaction franchisse le signal de 
fluorescence en bruit de fond de cette même réaction. Ainsi une valeur seuil Ct est inversement 
proportionnel à la quantité d’ADN ciblée par la réaction (Pfaffl, 2001). Suivant la réaction 
d’amplification qui servent à calculer les valeurs seuils Ct, l’appareil effectue plusieurs mesures 
successives en soumettant les tubes à une augmentation graduelle de la température de 55 °C à 
95 °C. Cette étape permet de vérifier à quelle température les doubles brins d’ADN du produit de 
la réaction se dissocient. Comme le Stratagene Brilliant II SYBR® émet de la fluorescence 
uniquement lorsqu’il est lié à l’ADN double brin, pour une paire d’amorces spécifique la 
fluorescence d’un seul produit de réaction diminuera dans un intervalle unique et rapproché de 
température. De plus, certains paramètres doivent être pris en compte afin d’obtenir une 
quantification relative exacte des gènes d’intérêts. Premièrement, l’efficacité d’amplification 
d’une réaction dépend du transcrit d’origine à quantifier et des amorces spécifiques utilisées. 
Pour obtenir l’efficacité d’une réaction, une courbe standard est produite avec les valeurs seuils 
Ct obtenues pour 5 dilutions 1/5 de l’ADNc provenant de la condition contrôle (10 g, 2,0 g, 
0,4 g, 0,08 g, 0,016 g) en fonction du logarithme de la quantité en g de ces 5 dilutions 
d’ADNc. C’est la valeur de la pente obtenue par cette courbe standard qui détermine la valeur de 
l’efficacité de la réaction. Afin de minimiser les variables expérimentales et de maximiser la 
portée scientifique des comparaisons, seules les réactions ayant des valeurs entre 0,8 et 1,2 sont 
utilisées pour les calculs servant à la quantification relative des transcrits. Deuxièmement, la 
quantité d’expression d’un gène est variable en fonction de plusieurs facteurs (e.g. 
différenciation). Afin de pouvoir comparer les variations de l’expression de notre gène cible, les 
quantités de transcrits d’origines de ce gène doivent être comparées à un gène de référence dont 
l’expression a été démontrée pour être stable dans différentes conditions (Dydensborg et al., 
2006; Pfaffl, 2001). Le gène RPLPO a donc été utilisé comme gène de référence pour les calculs 
(Dydensborg et al., 2006). Ces deux paramètres pris en compte permettent de quantifier notre 
gène cible selon le modèle mathématique de Pfaffl (2001). 
 
 Quantité relative du gène cible =  
 
 
(Efficacité     ) cible 
ct gène cible siCNS-siILK 
(Efficacité     ) réf. 
ct 
 
gène réf. siCNS-siILK 
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       Tableau 1 : Liste des anticorps primaires  
anticorps primaire 
de souris/ 
spécifications fabricant   
technique(s) utilisée(s) et 
dilution(s) 
   
PINCH/clone 49 BD Transduction Laboratories 
WB: 1/1000, IF: 1/50, 
IP: 1/50 (2 g/pétrie de 100mm) 
β-actine/clone C4 
Santa Cruz Biotechnology, Inc. 
 (Santa Cruz, CA) WB: 1/ 75 000 
FAK/clone 77 BD Transduction Laboratories WB: 1/1000  
fibronectine/ 
HFN 7.1 
Developmental Studie Hybridoma Bank 
(DSHB) (Iowa City, IA) 
WB: 1/500 , IF: 1/50 (PBS-
BSA2%) 
vinculine/clone 7F9 Millipore/Chemicon IF: 1/500 (PBS-BSA2%) 
paxilline   BD Transduction Laboratories WB: 1/1000, IF: 1/50 
pRB/clone G3-245 BD Pharmingen (San Diego, CA)  WB: 1/1000  
V5 Tag Invitrogen WB: 1/1000, IF: 1/500 
-parvin/3B5
fourni généreusement par Dr C.Wu 
(University of Pitsburgh, Pitsburgh, PA) WB: 1/10, IF: 1/2 
-parvin/11A5 fourni généreusement par Dr C.Wu WB: 1/300, IF : 1/50 
HA-probe Santa Cruz Biotechnology, Inc. 
 Co-IP: 1/50 
 (2 g/pétrie de 100mm) 
RhoA/26C4  Santa Cruz Biotechnology, Inc. WB:1/100 
Rac1  BD Transduction Laboratories WB:1/1000 
Cdc42 BD Transduction Laboratories WB:1/250 
β-tubuline  Millipore/Chemicon WB:1/1500 
tensin1  
fourni généreusement par Dr S.H. Lo 
(University of California-Davis, 
Sacramento, CA) WB:1/1000, IF:1/100 (BSA 2%) 
 
ILK/clone 3 
BD Transduction Laboratories 
 (Franklin Lakes, NJ) WB: 1/1000, IF: 1/100 
WB   : Immunobuvardage de type western 
IF     : Immunofluorescence 
IP     : immunoprécipitation 
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de lapin/spécifications fabricant  
technique(s) utilisée(s) et 
dilution(s) 
      
laminine chaine β11 Sigma-Aldrich WB: 1/1000, IF: 1/200 
  integrin 5/AB1928  Millipore (Temucula, CA) WB: 1/1000, IF: 1/100 
 integrin V/AB1930 Millipore WB: 1/1000 
p21  Santa Cruz Biotechnology, Inc. WB: 1/2000 
p27 Santa Cruz Biotechnology, Inc. WB: 1/2000 
cyclin D1/D2 Santa Cruz Biotechnology, Inc. WB: 1/5000 
 chaine légère de la 
myosine (MLC2)/3672  Cell Signalling Thecnology®(Danvers, MA) WB: 1/1000 
pS19MLC2 / 3671 Cell Signalling Thecnology® WB: 1/1000 (PBS-BSA2%) 
   
   
anticorps primaires  
de rat/spécifications     
integrin β1 / mAB13  
fourni généreusement par le Dr K. Yamada 
(National Institute of Health /NIDCR, 
Bethesda, MD) WB: 1/1000 
integrin α5 /mAB16 Dr K. Yamada IF: 1/100 
   
WB       : Immunobuvardage de type western 
IF          : Immunofluorescence 
Co-IP    : Co-immunoprécipitation 
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Tableau 3 : Liste des inhibiteurs pharmacologiques  
 
Pour certaines expériences les cellules HIEC ont été traitées avec des inhibiteurs 
pharmacologiques selon les spécifications indiquées dans la section « résultats ». 
 
 
gène amorce sens amorce anti-sens application(s) 
        
ILK 5'-AAGGTGCTGAAGGTTCGAGA-3’ 5'-ATACGGCATCCAGTGTGTGA-3'  PCR,qPCR 
-parvine 5'-CAATTCGACTCCCAGACCAT-3’ 5'-TGGTCGAACAAGGTGTCAAA-3' PCR 
β-parvine 5'-AGGTCCTCCTCGACTGGATT-3’ 5'-ACCGTCTGCAGCTTCTGT TT-3' PCR 
PINCH-1 5'-TCCCAAGCCCTGATAACAAC-3’ 5'-GGGCAAAGAGCATCTGAAAG-3' PCR 
Vimentine 5'-AGATGGCCCTTGACATTGAG-3’ 5'-GGTCATCGTGATGCTGAGAA-3' PCR 
E-cadherine 5'-CCTTCCTCCCAATACATCTCCC-3’ 5'-TCTCCGCCTCCTTCTTCATC-3' PCR 
RPLP0 5’-GCAATGTTGCCAGTGTCTG-3’ 5’-GCCTTGACCTTTTCAGCAA-3’ PCR,qPCR 
Fibronectine 5'-GTTGTTACCGTGGGCAACTC-3’ 5'-CTGACGGTCCCACTTCTCTC-3' qPCR 
Chaine β1 
laminine  5'-GGAACAGCTCTCCAAGATGG-3’ 5'-CTGCTTCAATGCTGTCCAAA-3' qPCR 
DPPIV 5'-AAGTGGCGTGTTCAAGTGTG-3’ 5'-CAGGGCTTTGGAGATCTGAG-3' qPCR 
Villine 5'-GGCCAGCCAAGATGAAATTA-3’ 5'-CTCAAAGGCCTTTGGTGGTGT-3' qPCR 
Sucrase-
isomaltase 5'-GAGGACACTGGCTTGGAGAC-3’ 5’-ATCCAGCGGGTACAGAGATG-3’ qPCR 
enzyme  inhibiteur et concentration utilisé fabricant 
   
ROCK Y-27632, 20 M Sigma-Aldrich 
MLCK ML-7, 10 M Sigma-Aldrich 
Src/SFK PP2, 20 M Calbiochem (San diego, Ca) 
PI3-K LY294002, 30 M Calbiochem 
MEK1/2 PD98059, 20 M Calbiochem 
p38α/β SB203580, 20 M Calbiochem 
   
 53 
Résultats 
3.1  Caractérisation de l’expression de l’ILK chez les cellules épithéliales intestinales 
 humaines   
 
3.1.1 Expression et distribution des membres du complexe PIP chez les cellules épithéliales de 
 l’axe crypte-villosité intestinal  
 
Nous avons entamé nos recherches par l’étude de l'expression de l'ILK et de ses partenaires du 
complexe PIP chez les cellules épithéliales intestinales in vivo. Pour commencer, des analyses en 
RT-PCR sur des fractions isolées de l'épithélium et du mésenchyme de la muqueuse intestinale 
humaine ont permis de détecter l’ARN messager (ARNm) de l’ILK, de PINCH-1, de l’α-parvine 
et de la β-parvine dans les deux fractions (Figure 6A). Par contre, PINCH-2 n’a pas été détecté 
lors de ces analyses (données non présentées) ce qui s’accorde avec les travaux de Braun et coll. 
(2003) chez la souris rapportant que cette forme de PINCH n’est pas exprimée au niveau de 
l'épithélium et du mésenchyme de l'intestin (Braun et al., 2003). La pureté des fractions isolées 
utilisées pour les RT-PCR a été confirmée par la détection réciproque de la E-cadhérine dans la 
fraction épithéliale et de la vimentine dans la fraction mésenchymateuse (Figure 6A).  
  Ensuite, nous avons caractérisé la distribution de l’ILK dans la muqueuse de l’intestin 
grêle humain. Des analyses en microscopie par immunofluorescence (immunofluorescence) ont 
été effectuées sur des cryosections d’intestins fœtaux (mi-gestation) et adultes (provenant de 
segments sains de résections) humains. Les immunofluorescences confirment que l’ILK est 
exprimée fortement au niveau du mésenchyme de l’intestin fœtal (Figure 6B), ainsi que chez les 
cellules de muscle lisse de la muscularis mucosae et les éléments cellulaires de la lamina propria 
(p. ex. cellules endothéliales, myofibroblastes sous-épithéliaux) de l’intestin adulte (Figure 6C). 
L’ILK est également détectée au niveau de la membrane basolatérale des CEIs de l’intestin fœtal 
et adulte selon un marquage basolatéral discontinu qui est plus marqué à l’interface du pôle basal 
des cellules et de la lame basale sous-jacente (Figures 6B et 6C). Le marquage basal de l’ILK 
chez les CEIs de l’intestin fœtal et adulte est détecté plus intensément au niveau de la portion 
inférieure des cryptes (Figures 6B, 6C 6D et 6G). Ce marquage diminue chez les CEIs 
progressant à proximité de l’interface crypte/villosité, et ce, jusqu’à ce qu’il soit détecté 
 
 
Figure 6 : Expression et distribution de l’ILK chez les CEIs de la muqueuse intestinale 
humaine  
 
(A) Analyses en RT-PCR de l’ARNm de l’ILK, de PINCH-1, de l’α-parvine et de la β-
parvine sur des fractions isolées d’épithélium et de mésenchyme d’intestin foetal humain. 
Chacune de ces protéines est détectée dans les deux fractions isolées. La pureté des 
fractions a été vérifiée par l'analyse de l’expression de la vimentine et de l’E-cadhérine. Le 
gène RPLPO a été utilisé comme contrôle des quantités initiales de matériels utilisés pour 
les amplifications par PCR et des PCR sans amorce (C.S.A.) ont permis de confirmer la 
spécificité de l’amplification des gènes ciblés par PCR. (B et C) Photos 
d’immunofluorescence représentatives de la détection de l’ILK effectuée sur des 
cryosections d’intestin grêle humain (B) fœtal et (C) adulte. (D à G) Agrandissements des 
zones encadrées correspondantes en C. L’ILK est principalement détectée au niveau des 
pôles membranaires basaux (ex. pointés par les flèches) et latéraux (ex. pointés par les têtes 
de flèches) des CEIs des cryptes. (H à J) (H) Images représentatives de la distribution de 
l’ILK dans les cryptes. (I) Codétection de l’ILK (en rouge) et de la chaîne β11 des 
laminines de la lame basale (en vert). (J) Agrandissement de la zone encadré en I, les 
flèches pointent les régions montrant clairement la détection de l’ILK chez les cellules 





faiblement chez les CEIs villositaires de l’intestin fœtal (Figure 6B) et qu’il cesse d’être détecté 
chez les CEIs des deux derniers tiers des villosités de l’intestin adulte (Figures 6C et 6E). L’ILK 
est de plus détectée selon un marquage plus faible au niveau des membranes apicales des CEIs 
de la demi-inférieure des cryptes fœtales (Figure 6B) et adultes (Figures 6C, 6D et 6G) (à 
l’exception des cellules de la base de ce compartiment), de même encore plus faiblement chez 
certaines des CEIs villositaires uniquement (Figures 6E et 6F). 
 Nous avons également vérifié la position exacte du marquage de l’ILK détecté à la base 
des CEIs afin de s’assurer de son origine épithéliale. La distribution de l’ILK (Figure 6H) a donc 
été comparée avec celle de la chaine β11 des laminines en immunofluorescence (Beaulieu, 
1997). La superposition du marquage de ces deux protéines montre que le marquage de l'ILK et 
de la laminine se chevauchent à l'interface de la base des CEIs et de la lame basale (Figures 6I et 
6J). Toutefois, seule l’ILK est détectée du côté interne et épithélial de cette superposition, ce qui 
indique que ce marquage de l’ILK est localisé au niveau du pôle basal du domaine membranaire 
basolatéral des CEIs.  
La distribution des protéines PINCH-1, α-parvine et β-parvine chez les CEIs de la 
muqueuse intestinale humaine a également été analysée par immunofluorescence. Dans ce cas, 
les niveaux d’expression et la distribution de PINCH-1 chez les CEIs de l’axe crypte-villosité 
fœtal (Figure 7A) et adulte (Figure 7B) est très similaires à ce qui est observé pour l’ILK à ces 
deux stades de la maturation intestinale (Figures 6B et 6C). La distribution de l’α-parvine et de la 
β-parvine à la base des CEIs de l’axe crypte-villosité fœtal (Figures 7C et 7E) et adulte (Figures 
7D et 7F) est également comparable à ceux de l’ILK aux mêmes stades du développement 
intestinal (Figures 6B et 6C). Toutefois, dans l’intestin adulte, la β-parvine (Figures 7F) est 
également détectée plus fortement à l’interface latérale des CEIs de la demi-inférieure du 
compartiment cryptal (à l’exception de celles de la base). De plus, les anticorps contre l’α-
parvine (Figure 7D) et la β-parvine (Figures 7F) détectent ces protéines aux pôles apicaux, de 
même qu’à l’interface juxtamembranaire apicolatérale des CEIs de tout l’axe crypte-villosité (à 
l’exception des CEIs de la base des cryptes). Cependant, puisqu’il est connu que certains 
anticorps interagissent avec les molécules du glycocalyx présent du côté luminal des CEIs 
(Holmes and Lobley, 1989; Leusch et al., 1990), nous ne pouvons confirmer la spécificité de ce 
marquage apical par les anticorps dirigés contre l’α-parvine et la β-parvine. Finalement, il est 




Figure 7 : Distribution de PINCH-1, de l’α-parvine et de la β-parvine chez les CEIs de la 
muqueuse intestinale humaine  
 
(A-F) Photos d’immunofluorescence représentatives de la distribution de (A et B) PINCH-1, 
(C et D) de l’α-parvine et (E et F) de la β-parvine effectuée sur des cryosections d’intestin 
grêle humain (A,C et E) fœtal et (B,D et F) adulte. La distribution de PINCH-1 chez les CEIs 
de la muqueuse intestinale foetale et adulte et des parvines chez les CEIs de la muqueuse 
foetale se compare à la distribution de l’ILK aux stades équivalents. Les parvines sont 
détectées plus fortement du côté apical des CEIs. (G) Photo d’immunofluorescence 
représentative de la fibronectine dans la MEC intestinale. La distribution de la fibronectine se 
compare à celles des membres du complexe PIP à la base des CEIs de l’axe crypte-villosité. 
(A-F) Les cryptes et le commencement approximatif des villosités sont respectivement 























la base des CEIs des cryptes et qui régresse rapidement chez les CEIs des villosités est analogue 
à celui de la fibronectine dans la lame basale et dans la MEC de la lamina propria intestinale 
(Figure 7G). Dans l'ensemble, ces résultats s'accordent avec le fait que l’expression de l’ILK soit 
rapportée pour stimuler l’expression et l’assemblage de la fibronectine chez les cellules 
épithéliales (Wu et al., 1998). 
 
3.1.2 Caractérisation des membres du complexe PIP chez les modèles cellulaires HIEC et 
 Caco-2/15  
 
La caractérisation de l’expression et de la distribution cellulaire de l’ILK et de ses partenaires du 
complexe PIP a également été effectuée chez le modèle cellulaire HIEC des CEIs prolifératives 
et indifférenciées de la crypte et le modèle de différenciation entérocytaire Caco-2/15 (Pageot et 
al., 2000; Tremblay et al., 2006). Le processus de différenciation des cellules Caco-2/15 
s’amorce spontanément lorsque ces cellules atteignent la confluence et il se complète entre le 25e 
et le 30e jour de culture à postconfluence (PC), c’est-à-dire lorsque les cellules formant une 
monocouche sont uniformément différenciées (Tremblay et al., 2006; Vachon and Beaulieu, 
1992).  
Des analyses par immunobuvardage chez les cellules HIEC et les cellules Caco-2/15 
révèlent que les niveaux protéiques les plus élevés de l’ILK, PINCH-1 et de l’α-parvine sont 
détectés chez les cellules HIEC (Figure 8A; HIEC) et les populations nouvellement confluentes 
de cellules Caco-2/15 (Figure 8A; Caco-2/15 jours 0 PC). À l’opposée les niveaux les plus bas 
de ces protéines sont observés chez les populations de cellules Caco-2/15 uniformément 
différenciées (Figure 8A; Caco-2/15 jours 30 PC). Cette diminution des membres du complexe 
PIP s’effectue de façon progressive durant le processus de différenciation des cellules Caco-2/15 
(Figure 8A; Caco-2/15 jours 5, 10, 20 PC). L’analyse densitométrique et la comparaison des 
bandes d’immunobuvardages des membres du complexe PIP chez les cellules Caco-2/15 
indifférenciées et différenciées (jour 0 vs jour 30 PC) confirment la forte diminution des niveaux 
protéiques de l’ILK (68.9  6.6 %, p  0.01, n  3), de PINCH-1 (70.7 ± 10.0 %, p  0.01 n  3) 
et de l’α-parvine (63.9 ± 7.2 %, p  0.01, n  3) chez les cellules Caco-2/15 uniformément 
différenciées (Gagne et al., 2010). Dans l’ensemble, ces résultats s’accordent avec nos 




Figure 8 : Expression de l’ILK, PINCH-1 et des parvines chez les cellules HIEC et Caco-2/15 
 
(A) Immunobuvardages représentatifs de l’ILK, PINCH-1, l’α-parvine et la β-parvine 
effectués sur des lysats de cellules HIEC et de cellules Caco-2/15 récupérées à différents jours 
après l’atteinte de la confluence (PC). Les niveaux les plus élevés de ces protéines sont 
détectés chez les cultures de CEIs indifférenciées (HIEC et Caco-2/15 jour 0 PC) et à leur 
plus bas chez les cellules Caco-2/15 uniformément différenciées (jour 30 PC). La β-actine a 
été utilisée comme contrôle de normalisation protéique. (B) Analyses en RT-PCR des niveaux 
d.’ARNm de l’ILK, de l’α-parvine et de la β-parvine chez les cellules HIEC prolifératives et 
chez les cellules Caco-2/15 à différents jours PC. Nos analyses révèlent une forte expression 
de l’ARNm de l’ILK, de l’α-parvine et de la β-parvine chez les cellules HIEC. Les niveaux 
d’ARNm de l’ILK et de la β-parvine sont relativement stables durant le processus de 
différenciation des cellules Caco-2/15. Cependant, il n’a pas été possible de détecter l’α-
parvine par RT-PCR chez les cellules Caco-2/15 avec les amorces utilisées (Tableau 2). 
L’expression de S14 a été utilisée comme gène normalisateur. Des PCR sans amorce (C.S.A.) 
ont permis de confirmer la spécificité de l’amplification des gènes ciblés lors des PCR.       
(C) Immunobuvardages représentatifs des membres du complexe PIP détectés à partir de 
l’immunoprécipitation (IP) de PINCH-1 avec un anticorps contre PINCH (BD Transduction 
Laboratories) chez les cellules HIEC. L’ILK, l’α-parvine et les deux isoformes de β-parvine 
co-immunoprécipitent avec PINCH, mais non avec l’anticorps HA-probe (Santa Cruz 
Biotechnology) utilisé comme contrôle. Cela confirme que chacune de ces protéines participe 











contre la β-parvine reconnait trois bandes chez les cellules HIEC et deux bandes chez les cellules 
Caco-2/15 (Figures 8A). Or, cet anticorps 11A5 a précédemment été décrit comme reconnaissant 
des bandes non spécifiques au-dessus du poids moléculaire théorique de 42 kilodaltons (kDa) de 
l’isoforme –l de la β-parvine (Zhang et al., 2004) et d’autre part quatre isoformes connues de la 
β-parvines ont été décrites dans la littérature ( -ss, -s, -l et -B3) (Sepulveda and Wu, 2006). 
Considérant ces informations nous en sommes venus à identifier la β-parvine–l (Figure 8A; 
Caco-2/15 β-parvine (identifiée par –l) bande du milieu chez les cellules HIEC et bande du haut 
chez les cellules Caco-2/15) et la β-parvine–s (Figure 8A; Caco-2/15 β-parvine (identifiée par –s) 
bande du bas) comme étant les isoformes de la β-parvine plausiblement détectées chez les 
cellules HIEC et Caco-2/15. L’analyse densitométrique et la comparaison des bandes 
d’immunobuvardages de la β-parvine chez les cellules Caco-2/15 indifférenciées et différenciées 
(jour 0 vs jour 30 PC) démontrent une augmentation substantielle de la β-parvine-l (260.1 ± 
64.0 %, p  0.05, n  3), ainsi qu’une diminution de la β-parvine-s comparable à celles des autres 
membres du complexe PIP (62.0 ± 8.8 %, p  0.01, n  3) (Figure 8A) au cours du processus de 
différenciation de ces cellules (Gagne et al., 2010). Ces résultats indiquent qu'il existe des 
distinctions dans la régulation de l'expression et/ou des niveaux protéiques des isoformes de la β-
parvine selon le contexte cellulaire des Caco-2/15. De plus, ils suggèrent que contrairement à la 
β-parvine-s, la β-parvine-l serait régulée de façon indépendante de celle des autres membres du 
complexe PIP durant le processus de différenciation de ces cellules.  
 Nous avons également analysé les niveaux d’ARNm de l’ILK et des parvines chez les 
cellules HIEC et au cours du processus de différenciation des cellules Caco-2/15. Des analyses 
par RT-PCR démontrent une expression robuste des transcrits d’ARNm de l’ILK, l’α-parvine et 
de la β-parvine chez les cellules HIEC (Figure 8B). Ensuite, contrairement à ce que nous avons 
observé pour les niveaux protéiques, les niveaux d’expression du messager de l’ILK demeurent 
relativement stables chez les cellules Caco-2/15 PC (Figure 8B; Caco-2/15 ILK jours 0, 5, 15, 30 
PC). Des analyses par qPCR ont également permis de confirmer que les niveaux d’ARNm de 
l’ILK sont comparables chez les cellules Caco-2/15 nouvellement confluentes et confluentes 
depuis six jours (qPCR; 96.5 ± 25.3 % du niveau au 6e jour PC vs jour 0 PC, p  0.05, n  3). 
Ces résultats indiquent donc que la baisse progressive des niveaux protéiques de l’ILK au cours 
de la différenciation des cellules Caco-2/15 ne peut s’expliquer — du moins totalement — par la 
régulation négative de l’expression de son gène. Des analyses par RT-PCR indiquent également 
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que comparativement aux cellules Caco-2/15 nouvellement confluentes, l’expression de l’ARNm 
totale de la β-parvine diminue lors des premières étapes du processus de différenciation de ces 
cellules (Figure 8B; Caco-2/15 β-parvine jour 5 PC vs jour 0 PC). Néanmoins, l’expression 
totale du gène de la β-parvine demeure relativement stable et robuste durant ce même processus 
(Figure 8B; Caco-2/15 β-parvine jours 5, 15 et 30 PC). Il est à noter que les amorces utilisées 
pour détecter la β-parvine cible l’ARNm provenant des deux sites alternatifs d’initiation de la 
transcription responsables de l’expression des isoformes s et l de la β-parvine (Sepulveda and 
Wu, 2006). Étonnamment, les amorces qui ont permis la détection de l’α-parvine en RT-PCR 
chez les cellules HIEC ne nous ont pas permis de détecter l’ARNm de cette protéine chez les 
cellules Caco-2/15 (Figure 8B). Néanmoins, l’expression de l’α-parvine chez les cellules de la 
lignée Caco-2 a été confirmé au préalable par d’autres travaux de recherches (Tremblay et al., 
2006; Wang and Basson, 2009; Zhang et al., 2004). Dans ce cas, les données supplémentaires 
provenant de l’article de Tremblay et coll. (2007) indiquent une diminution d’environ 44 % de 
l’ARNm de ce membre du complexe PIP au cours de la différenciation des cellules Caco-2/15 
(Caco-2/15 sous-confluentes vs jour 25 PC) (Tremblay et al., 2006). Cette diminution de 
l’expression du gène de l’α-parvine ne semble toutefois pas suffisante pour expliquer les faibles 
niveaux de cette protéine que nous avons détectées chez les cellules Caco-2/15 uniformément 
différenciées (jour 30 PC). Nos résultats en PCR tendent donc à démontrer dans l’ensemble que 
la baisse des protéines de l’hétérotrimère PIP chez les cellules Caco-2/15 en différenciation et 
différenciées serait due — au moins en partie — par un ou des mécanismes de régulation post-
traductionnelle de l'expression de ces protéines. Par ailleurs, l’immunoprécipitation de PINCH-1 
avec un anticorps dirigé contre PINCH chez les cellules HIEC à permis de coimmunoprécipiter 
des quantités similaires (détectées par immunobuvardage) de l’ILK et de l’α-parvine (Figure 8C), 
ainsi que des quantités légèrement inférieures, mais comparables entre elles des deux isoformes 
de la β-parvine (Figure 8C). Un anticorps monoclonal contre le marqueur moléculaire HA (Santa 
Cruz Biothecnology) du même sous-type (IgG2a) a permis de confirmé la spécificité de 
l’immunoprécipation de PINCH-1 par l’anticorps contre PINCH (BD Transduction Laboratories) 
(Figure 8C). Ces derniers résultats confirment donc la formation du complexe PIP chez les CEIs 
en culture. 
 Puisque le complexe PIP est un constituant de l’axe MEC-intégrine-actine (McDonald et 
al., 2008; Wickstrom et al., 2010b), nous avons caractérisé l’organisation des structures 
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d’adhésion cellule-MEC (p. ex. FX, FA) des cellules HIEC cultivées sur des lamelles de verre 
prétraitées avec du milieu de culture contenant 4 % de sérum FBS (afin de favoriser l’adhésion 
initiale des cellules aux protéines du sérum déposées sur le verre) (Hayman et al., 1985). Dans ce 
but, nous avons analysé par immunofluorescence la distribution de la vinculine et la paxilline qui 
sont deux protéines importantes des FAs. La paxilline est notamment connue pour interagir 
directement avec l’ILK et les parvines dans les FAs (Fukuda et al., 2009; Nikolopoulos and 
Turner, 2002). De façon générale, les images provenant des immunofluorescences de la 
vinculine montrent que plusieurs FAs marqués par la vinculine (Figure 9A) et la paxilline 
(Figure 9C) sont détectés en périphérie des cellules HIEC. La codétection des microfilaments 
d’actine par la phalloïdine (protéine non immune, c.-à-d. une toxine se liant à l’actine-F et qui 
empêche sa dépolymérisation (Barden et al., 1987)) liée au fluorochrome TRITC (phalloïdine –
TRITC, Millipore/Chemicon) chez ces mêmes cellules révèle que bien que certaines des 
cellules HIEC présentent une portion de fibres de stress dorsales et d’arcs transverses, la majorité 
présentent plusieurs fibres de stress ventrales parallèles et une organisation de l’axe intégrine-
actine représentative du phénotype cellulaire contractile de type fibroblastique (Figures 9B et 
9D) qui est habituellement observé lorsque ces cellules sont cultivées à sous-confluence 
(Perreault and Beaulieu, 1996). Dans ce cas, les FAs matures (de type tardif) plus imposants sont 
localisés à l’extrémité des fibres de stress ventrales, alors que les FAs immatures (de type 
précoce) moins développés sont associés aux fibres de stress dorsales (Figures 9B et 9D).  
Nous avons de plus analysé la distribution cellulaire de chacun des membres du complexe 
PIP chez des cellules HIEC cultivées sur des lamelles de verre prétraitées. Les signaux d’ 
immunofluorescence de l’ILK (Figures 10A et 10B), de PINCH-1 (Figures 10C et 11A), de l’α-
parvine (Figures 10C et 11C) et de la β-parvine (Figures 10D et 11E) chez les cellules HIEC sont 
globalement comparables avec ceux de la vinculine et de la paxilline. Ces résultats permettent de 
confirmer qu’une portion prédominante du bassin cellulaire des membres du complexe PIP est 
localisée dans les FAs des cellules HIEC. Ces mêmes protéines sont également détectées sur les 
segments les plus internes de certains FAs, ainsi que plus faiblement le long de traits minces et 
perlés suivant les fibres de stress (Figures 10B, 11B, 11D et 11F). Considérant la présence de 




Figure 9 : Caractérisation des structures de l’axe intégrine-actine chez les cellules HIEC 
 
(A-D) Photos d’épifluorescence représentatives de la distribution de (A) la vinculine seule 
(colorée numériquement en vert) ou (B) codétectée avec l’actine-F (phalloïdine-TRITC; 
colorée numériquement en rouge), de même que de (C) la paxilline seule (colorée 
numériquement en vert) ou (D) codétectée avec l’actine-F (phalloïdine-TRITC; colorée 
numériquement en rouge) chez des cellules HIEC cultivées sur des lamelles de verre 
préalablement traitées avec du milieu de culture contenant 4 % de sérum FBS. La majorité des 
cellules HIEC présentent des fibres de stress ventrales parallèles et une organisation de l’axe 
intégrine-actine représentative du phénotype cellulaire contractile. La vinculine et la paxilline 
sont principalement détectées au niveau des FAs matures (ex. pointés par les flèches blanches 
en B et D) situés à l’extrémité des fibres de stress ventrales (ex. pointés par les flèches bleues 
en B et D), mais également parfois dans les FAs immatures (ex. pointés par les têtes de 
flèches blanches en B et D) associés aux fibres de stress dorsales (ex. pointé par la tête de 
flèche bleue en D). (A-D) Les noyaux des cellules sont marqués par le DAPI (bleu). Barre 



















Figure 10 : Caractérisation de la distribution des membres du complexe PIP chez les 
 cellules HIEC  
 
(A-E) Photos d’immunofluorescence représentatives de la distribution de (A et B) l’ILK,    
(C) PINCH-1, (D) l’α-parvine et (E) la β-parvine chez les cellules HIEC. L’ILK et les autres 
membres du complexe PIP sont principalement détectés au sein des structures d’adhésion de 
type FAs (ex. pointés par les flèches blanches en B, C, D et E), de même qu’au sein de motifs 
linéaires perlées de type FBs visibles sur la portion interne de certains FAs et se poursuivant 
vers le centre des cellules (ex. pointés par les flèches rouges en B, C, D et E). Finalement, il 
est possible de détecter que l’ILK et les autres membres du complexe PIP localisent à 
l’occasion plus fortement dans le cytoplasme et la région périnucléaires (ex. pointés par les 
flèches bleues en B, C, D et E) des cellules HIEC. (C-E) Les noyaux des cellules sont 






















Figure 11 : Les membres du complexe PIP sont codistribués avec les structures de l’axe 
intégrine-actine chez les cellules HIEC 
 
(A-E) Photos d’immunofluorescence représentatives de la distribution de (A et B) PINCH-1, 
(C et D) l’α-parvine et (E et F) de la β-parvine (A, C et E) seule ou (B, D et F; en vert) 
codétectés avec le réseau de microfilaments d’actine (phalloïdine-TRITC; en rouge). Les 
images en B, D et F montrent la détection de ces membres du complexe PIP dans les FAs, de 
même qu'au sein de motifs linéaires perlés sortant des FAs et/ou longeant les fibres de stress 
d’actine (ex. pointés par les têtes de flèche en B, D et E). (B, D, F) Les noyaux des cellules 


























mammifères (p. ex. les cellules endothéliales d’aorte bovine BAEC) (Boulter et al., 2006; 
Stanchi et al., 2009; Vouret-Craviari et al., 2004), cette distribution particulière des membres du 
complexe PIP suggère fortement que ces protéines participent également à ce type de structure 
d’adhésion chez les cellules HIEC. 
D’autre part, à l’image de la vinculine (Figure 9A) et de la paxilline (Figure 9C), les 
membres du complexe PIP sont détectés de façon diffuse dans la région centrale du cytoplasme 
chez certaines cellules HIEC (Figures 10A, 10C, 10D et 10E). Cela suggère qu’une portion de la 
population des membres du complexe PIP localise dans le cytosol des cellules HIEC et concorde 
avec le fait que le complexe PIP soit rapporté pour se former dans le cytoplasme cellulaire 
(Legate et al., 2006). D’autre part, des agrégats ponctués (pleins) et bulbotubulaires (vides) de 
chacun des membres du complexe PIP sont observés au niveau du cytoplasme et de la région 
périnucléaire des cellules HIEC (Figures 10A, 10C, 10D et 10E). Ce type de distribution pourrait 
indiquer que des sous-populations de ces protéines sont associées à des structures du cytoplasme 
telles que les structures vésiculaires et tubulaires du système endomembranaire (p. ex. le 
réticulum endoplasmique, l’appareil de Golgi et les vésicules endosomales et lysosomales) 
(Apodaca, 2001; Gu et al., 2001; Meyer et al., 2005; Yuan et al., 2010). 
Nous avons également analysé la distribution cellulaire de l’ILK chez les cellules Caco-
2/15. D’abord, les immunofluorescences indiquent que l'intensité du marquage de l’ILK varie 
d’une région à l’autre des colonies de cellules Caco-2/15 sous-confluentes (70%-90% 
confluentes; Figure 12A). Tout comme chez les cellules HIEC, l’ILK est de plus détectée au 
niveau du cytoplasme des cellules Caco-2/15 sous-confluentes et produit parfois un marquage 
plus intense au niveau de la région périnuclaire de ces cellules (Figures 12A et 12B). À plus fort 
grossissement, il est possible d’observer que le marquage cytoplasmique de l’ILK forme de 
nombreux motifs linéaires perlés analogues de ceux détectés chez les cellules HIEC (Figures 
12B et 12C vs 10B). Certains de ces motifs sont associés à de courtes accumulations allongées 
de l'ILK en périphérie des cellules Caco-2/15 de la partie interne des colonies (Figure 12C), mais 
qui sont plus facilement visibles dans les lamellipodes formés par les cellules Caco-2/15 
ceinturant ces colonies (Figures 12E et 12F). Ces accumulations se comparent à la distribution de 
la paxilline, de la taline, de la vinculine et de la sous-unité β1 des intégrines dans les plaques
 
 
Figure 12 : Caractérisation de la distribution de l’ILK chez les cellules Caco-2/15   
 
(A) Immunofluorescence représentative de la distribution de l’ILK chez des cellules Caco-
2/15 sous-confluentes (70 % à 90 % confluentes) adhérées sur des lamelles de verre 
prétraitées avec du milieu de culture. (B) Agrandissement de la zone encadrée en A. Chez 
certaines cellules l’ILK est exprimée plus fortement dans la région périnuclaire du cytoplasme 
et en circonférence de l’enveloppe nucléaire (ex. pointé par la flèche rouge).                          
(C et D) Agrandissement de la zone C encadrée en B révélant (C) des motifs linéaires perlés 
(ex. pointés par les flèches rouges) formés par l’ILK et dont les accumulations aux extrémités 
produisent des plaques d’adhésion ventrales de type FA chez les cellules Caco-2 (ex. pointés 
par les têtes de flèche rouges). (D) Agrandissement de la zone D encadrée en B montrant que 
l’ILK est détectée le long de l’interface membranaire latérale de certaines cellules adjacentes 
des populations sous-confluentes (flèche blanche). (E et F) Agrandissement des structures 
d’adhésion de type FA (ex. pointés par les têtes de flèche rouges) présentes au niveau des 
lamellipodes formés par les cellules ceinturant les colonies des populations cellulaires sous-
confluentes. (G) Photo d’immunofluorescence représentative de la distribution de l’ILK chez 
des cellules Caco-2/15 de populations sous-confluentes adhérées sur 3 µg/cm
2
 de fibronectine 
plasmatique exogène humaine (fibronectine exogène; Millipore/Chemicon).                       
(H et I) Histogrammes du nombre moyen (H) de structures de type FA et (I) d’interfaces 
cellule/cellule marquées par l’anticorps contre l'ILK chez les cellules Caco-2/15 adhérées sur 
une surface non recouverte de fibronectine exogène (N.R) ou une surface recouverte de 
fibronectine exogène (FN). Chaque analyse statistique correspond à un test t bilatérale avec 
échantillons pairés (n = 4 expériences indépendantes différentes : 750 et 759 cellules ont 
respectivement été analysées sur une surface N.R. et sur la fibronectine exogène à partir des 
mêmes photos d’immunofluorescence — deux photos d’immunofluorescence analysées au 
minimum par expériences; * = p  0.05). (J) Immunofluorescence représentative de la 
distribution de l’ILK chez des cellules Caco-2/15 de monocouches confluentes depuis trois 
jours (jour 3 PC) et (K) agrandissement de la zone encadrée en J. Barres d’échelle : A et J : 





d’adhésion de type FA des cellules Caco-2 (Babbin et al., 2009; Bellissent-Waydelich et al., 
1999; Lorentz et al., 1997; Yu et al., 2000). Dans l'ensemble, ces observations tendent à 
démontrer que la majorité du bassin cellulaire de l’ILK des cellules Caco-2/15 sous-confluentes 
est codistribuée avec les structures de l’axe intégrine-actine. Finalement, l’ILK est parfois 
détectée au niveau de l'interface membranaire latérale de certaines cellules Caco-2/15 adjacentes 
de la partie interne des colonies (Figures 12B et 12D). Cette localisation particulière de l’ILK se 
rapproche de la distribution des protéines (p. ex. E-cadhérine) associées aux structures 
d’adhésion cellule-cellule (p. ex. jonctions adhérentes) des cellules Caco-2/15 (Basora et al., 
2010; Escaffit et al., 2005a). Considérant que l’ILK a été rapportée pour localiser aux sites 
d’adhésion intercellulaires chez les cellules épithéliales (Vespa et al., 2005; Vespa et al., 2003), 
ces observations soulèvent la possibilité qu’une partie de la population cellulaire de l’ILK puisse 
colocaliser avec ce type de structure d’adhésion chez les cellules Caco-2/15.  
 Le Pr Vachon et ses collaborateurs ont démontré lors de travaux publiés en 1995 que les 
cellules Caco-2/15 sous-confluentes expriment la fibronectine, mais déposent peu efficacement 
cette protéine de la MEC du côté de leur pôle membranaire basal (Vachon et al., 1995). Or, les 
immunofluorescences de l’ILK chez les cellules Caco-2/15 sous-confluentes présentées dans le 
paragraphe précédent ont été effectuées avec des cellules cultivées sur une surface « N.R. » 
(surface non recouverte de fibronectine plasmatique humaine exogène, c.-à-d. dans ce cas des 
lamelles de verre prétraitées avec du milieu de culture). Comparativement à ces dernières (Figure 
12B), des cellules Caco-2/15 sous-confluentes cultivées sur des lamelles de verre recouvertes par 
3 µg/cm2 de « fibronectine plasmatique humaine exogène » (Millipore/Chemicon; sera 
ultérieurement référée en tant que « fibronectine exogène ») présentent visuellement une 
accentuation du marquage de l’ILK associé avec les structures de l’axe intégrine-actine. En 
parallèle, ces cellules semblent également former moins de marquage membranaire latéral de 
l’ILK (Figure 12G). Ces observations proposent que l’adhésion des cellules Caco-2/15 sous-
confluentes sur le substrat de fibronectine exogène stimule le recrutement de l'ILK du côté de 
leur pôle basal et module la distribution cellulaire de l’ILK. Nous avons donc comparé le nombre 
de plaques d’adhésion de type FA et d’interfaces cellule/cellule marquées par l’anticorps contre 
l’ILK lorsque les cellules Caco-2/15 sous-confluentes sont cultivées sur une surface « N.R. » ou 
sur la fibronectine exogène. Les comptes effectués permettent de confirmer l’augmentation du 
nombre moyen de plaques d’adhésion de type FA marquées par l’ILK chez les cellules Caco-
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2/15 sur la fibronectine exogène comparativement aux mêmes cellules sur une surface N.R. 
(Figure 12H : FN; 10.6 ± 3.1 vs N.R.; 2.9 ± 0.8 plaques par cellule, p  0.05, n = 4). Puis, les 
comptes révèlent une diminution significative du nombre moyen d’interfaces cellule/cellule 
marquées par l’ILK chez les cellules Caco-2/15 sur la fibronectine exogène comparativement 
aux mêmes cellules sur une surface N.R. (Figure 12I : FN; 0.45 ± 0.10 vs N.R.; 0.74 ± 0.10 
interfaces par cellule, p  0.05, n = 4). Ces résultats démontrent que l’adhésion du pôle 
membranaire basal des cellules Caco-2/15 sur la fibronectine stimule le recrutement de l’ILK 
dans les plaques d’adhésion de type FA de ces cellules. De plus, ils indiquent que la fibronectine 
— et plausiblement ses interactions avec les intégrines membranaires — joue un rôle 
déterminant dans le contrôle de la distribution cellulaire de l’ILK chez les CEIs.  
  Pour terminer, nous avons analysé la distribution cellulaire de l’ILK chez des cellules 
Caco-2/15 confluentes depuis trois jours. Dans ces conditions, le marquage de l’ILK varie d’une 
région à l’autre de la monocouche (Figure 12J). Considérant d’une part que nous montrons que 
les niveaux protéiques de l’ILK régressent avec la progression de la différenciation de ces 
cellules. Et d’autre part, qu’il soit connu que le niveau de polarisation et de différenciation 
cellulaire est habituellement très hétérogène chez les cellules Caco-2/15 de populations 
confluentes depuis moins de 20 jours (Vachon and Beaulieu, 1992). Cela suggère que les régions 
de la monocouche montrant une intensité de marquage plus faible de l’ILK soient associées aux 
régions où les cellules Caco-2/15 sont à un stade plus avancé de leur processus de différenciation 
et vice-versa. Le marquage de l’ILK associée aux structures de l’axe intégrine-actine qui 
prédominait chez les cellules Caco-2/15 sous-confluentes est également beaucoup moins 
abondant et même virtuellement inexistant chez plusieurs des cellules formant la monocouche 
confluente (Figures 12J et 12K). L’ILK est plutôt principalement détectée au niveau de la région 
périnuclaire et périphérique des cellules (Figure 12K). Dans l'ensemble, ces résultats indiquent 
que les niveaux et la distribution cellulaire de l’ILK sont régulés de façon dynamique chez les 







3.2 Analyse des fonctions de l’ILK chez les CEIs en culture 
 
3.2.1 Caractérisation des paramètres d’utilisation et des effets d’un ARN interférent ciblant 
l’ILK chez les cellules HIEC et Caco-2/15  
 
Les travaux visant à caractériser les fonctions de l’ILK chez les CEIs ont été effectués grâce à la 
diminution forcée de ses niveaux cellulaires. Pour y arriver, les cellules HIEC et les cellules 
Caco-2/15 étaient transfectées avec un ARN interférent (siRNA) ciblant spécifiquement 
l'expression de l’ILK (siILK, Ambion Inc.). Un siRNA ne possédant théoriquement aucune 
homologie avec les gènes humains (siCNS, Qiagen) a été utilisé comme contrôle expérimental. 
Pour débuter, nous avons défini les paramètres expérimentaux nous permettant d’obtenir une 
diminution optimale de l’ILK chez les cellules HIEC. Des analyses préliminaires par 
immunobuvardage des cellules HIEC transfectées avec 10 nM du siILK ont d’abord révélé que la 
diminution de l’ILK est effective approximativement 36 heures suivant les transfections 
(données non présentées). D’autres analyses indiquent que l’inhibition de l’ILK est légèrement 
plus efficace lors de transfections utilisant 25 nM et 100 nM de siILK (Figure 13A). De plus, la 
transfection de 100 nM du contrôle siCNS dans les mêmes conditions ne crée aucune variation 
apparente de l’ILK (Figure 13A). L'inhibition de l'expression de l’ILK par les différentes 
concentrations du siILK ne cause aucune variation du niveau de la protéine kinase FAK (Figure 
13A). Finalement, des analyses en qPCR de l’expression du gène OAS1 chez les cellules HIEC 
siCNS et HIEC siILK confirment l’innocuité du siILK et du siCNS chez ces cellules (données 
non présentées) en ce qui concerne l’activation non spécifique potentielle de la voie antivirale de 
réponse à l’interféron par les siRNA (Scherr et al., 2003). À la lumière de ces résultats, une 
concentration intermédiaire de 40 nM de siRNA a été choisie comme la concentration à utiliser 
lors des transfections des cellules HIEC et Caco-2/15 avec le siILK (HIEC siILK et Caco-2/15 
siILK) et le siCNS (HIEC siCNS et Caco-2/15 siCNS). À cette concentration l’efficacité du 
siILK devrait être suffisante pour optimiser l’inhibition de l’expression de l’ILK observée à 25 
nM tout en limitant la possibilité d’induire les effets non spécifiques (p. ex. stimulation ou 
répression de l’expression d’autres gènes) qui sont parfois associés à l’utilisation des siRNA à 
une concentration de 100 nM et plus (Persengiev et al., 2004). 
 
 
Figure 13 : Caractérisation des paramètres de l’inhibition artificielle de l’expression de 
l’ILK par un ARN interférent spécifique chez les cellules HIEC et les cellules 
Caco-2/15 
 
(A) Immunobuvardages représentatifs des niveaux protéiques de l’ILK chez des cellules 
HIEC transfectées avec 10, 25 et 100 nM d’un ARN interférent (siRNA) dirigées contre l’ILK 
(siILK) ou avec 100 nM d’un siRNA contrôle (siCNS). Des cellules HIEC natives non 
transfectées (NT) ont été utilisées comme contrôle du niveau endogène de l’ILK chez cette 
lignée cellulaire. La détection de la protéine kinase FAK a été utilisée comme contrôle de la 
spécificité du siILK dans l’inhibition de l’expression de l’ILK chez les cellules HIEC.         
(B) Immunobuvardages de cellules HIEC et Caco-2/15 transfectées avec 40 nM de siILK ou 
siCNS et qui ont été récoltées à différents jours suivants les transfections (post transfection 
(PT)). (C) Immunobuvardages représentatifs des niveaux protéiques de l’ILK, PINCH-1, l’α-
parvine et de la β-parvine chez des cellules HIEC et Caco-2/15 transfectées avec 40 nM de 
siILK ou siCNS et qui ont été récoltées 72 heures PT. (A-C) Les niveaux de la β-actine ont 




















 Nous avons également évalué la durée de l’inhibition de l’expression de l’ILK chez les 
cellules HIEC et Caco-2/15. D’abord, des pétris de cellules HIEC siCNS et HIEC siILK ont été 
récoltés à différents temps, et ce, jusqu’au 10e jour  post-transfection (PT). Les analyses en 
immunobuvardage montrent que l’inhibition de l’expression de l’ILK chez les cellules HIEC 
siILK demeure efficace jusqu’au 8e jour PT (Figure 13B). Les cellules Caco-2/15 étaient pour 
leur part transfectées à sous-confluences et récoltées confluentes au 5e jour PT et au 8e jour PT. 
Dans ce cas, les analyses en immunobuvardage démontrent que la diminution artificielle de 
l’ILK chez les cellules Caco-2/15 siILK est toujours effective au 8e jour PT. De plus, les niveaux 
de l’ILK chez les cellules Caco-2/15 siILK continuent à décroitre entre le 5e jour PT et le 8e jour 
PT plausiblement en raison de la baisse endogène de l’ILK chez les cellules des populations 
confluentes. Dans tous les cas, ces données confirment que l’inhibition de l’expression de l’ILK 
par le siILK demeure efficace au minimum jusqu’au 8e jour post-transfection chez les cellules 
HIEC siILK, ainsi que chez les cellules Caco-2/15 siILK formant une monocouche.  
 Considérant qu’il a été démontré que la formation du complexe PIP stabilise les niveaux 
cellulaires de chacun de ses membres en empêchant leur dégradation par les voies du protéasome 
(Fukuda et al., 2003), nous avons évalué par immunobuvardage l’effet de l’inhibition de 
l’expression de l’ILK sur les niveaux protéiques des autres membres du complexe. Dans ce cas, 
nous observons une diminution des niveaux de PINCH-1, de l’α-parvine, de la β-parvine 
comparable à celle de l’ILK, et ce, autant chez les cellules HIEC siILK que chez les cellules 
Caco-2/15 siILK (Figure 13C). Il est à noter que ces résultats s’accordent avec ceux de Wang et 
coll. (2009) concernant l’inhibition de l’expression de l’ILK par un siRNA sur le niveau de l’α-
parvine chez les cellules Caco-2 indifférenciées (Wang and Basson, 2009). Par ailleurs, alors que 
le niveau de β-parvine-s et de β-parvine-l diminue fortement chez les cellules HIEC siILK, seul 
le niveau de β-parvine-s diminue de façon effective chez les cellules Caco-2/15 siILK 
(Figure 13C). Cette observation supporte nos données précédentes suggérant que ces deux 
isoformes de la β-parvine soient régulées de façon distincte chez les cellules Caco-2/15. 
 Puisque les résultats en immunobuvardage démontrent que l’inhibition de l’expression de 
l’ILK par le siILK est efficace, mais incomplète, nous avons procédé à des immunofluorescences 
afin de mieux caractériser les effets du siILK sur les niveaux et la distribution de l’ILK et de ses 
partenaires de l’hétérotrimère PIP chez les cellules HIEC siILK. D’abord, la détection de chacun 
des membres du complexe PIP chez les cellules HIEC siCNS produit des marquages en tout 
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point conformes de ceux présentés lors de la détection de ces mêmes protéines chez les cellules 
HIEC natives (images des cellules HIEC siCNS non présentées, voir la figure 10). Pour ce qui 
est des cellules HIEC siILK, les images des immunofluorescences révèlent que la diminution de 
l’ILK est inégale d’une cellule à l’autre et que l’ILK continue souvent d'être détectée faiblement 
au niveau des structures d’adhésion périphérique de type FA (Figure 14A). Néanmoins, une série 
de comptes indiquent qu’approximativement 83 % des cellules HIEC siILK présentent une 
diminution efficace de l’ILK. Les immunofluorescences des autres membres du complexe PIP 
chez ces mêmes cellules indiquent que les effets de l’inhibition de l’expression de l’ILK sur l’α-
parvine (Figure 14B), la β-parvine (Figure 14C) et PINCH-1 (Figure 14D) sont globalement 
comparables de ceux sur l’ILK (Figure 14A). Toutefois, contrairement à cette dernière, les 
membres des parvines (Figures 14B et 14C) et PINCH-1 (Figure 14D) demeurent faiblement 
détectés au niveau de la région centrale du cytoplasme des cellules HIEC siILK. Dans 
l’ensemble, ces résultats indiquent que l’expression de l’ILK est cruciale dans le maintien et 
l’intégrité de la distribution des autres membres du complexe tripartite PIP chez les cellules 
HIEC. 
 D’autre part, nous observons que certains ilots de cellules Caco-2/15 siILK préconfluentes 
expriment toujours des niveaux substantiels de l’ILK (Figure 14F). Néanmoins, 
comparativement aux cellules Caco-2/15 siCNS (Figure 14E), l’inhibition de l’expression de 
l’ILK est habituellement visuellement effective chez environ la moitié des cellules Caco-2/15 
siILK (Figure 14F). Ainsi, la baisse endogène naturelle de l’ILK chez les cellules HIEC siILK 
confluentes exprimant toujours l’ILK explique pourquoi tel que nous l’avons montré à la figure 
13B, le niveau de l’ILK des cellules Caco-2/15 siILK continue à décroitre entre le 5e jour PT et 
le 8e jour PT.  
 Pour terminer, des informations utiles concernant les effets des interactions entre l’ILK et 
ses partenaires PINCH et parvines proviennent de nos tentatives mitigées visant à surexprimer 
l’ILK de type sauvage, ainsi que son variant muté chez des cellules HIEC. En effet, nous avons 
détecté des niveaux comparables de l’ILK endogène et de l'ILK exogène chez des populations de 
cellules HIEC V5-ILKwt sélectionnées à partir de populations cellulaires infectées par des 
rétrovirus codant une construction de l’ILK de type sauvage (V5-ILKwt) (Figure 14G). Dans ce 
cas, il semble que l'expression de l'ILK exogène cause une diminution d’un ordre comparable du 
niveau cellulaire de l'ILK endogène (Figure 14G). Contrairement à ce que nous observons chez
 
 
Figure 14 : Détection des membres du complexe PIP chez les cellules HIEC siILK et 
Caco-2/15 siILK  
 
(A-E) Photos d’immunofluorescence représentatives de la distribution des bassins 
protéiques résiduels de (A) l’ILK (en vert), (B) PINCH-1, (C) l’α-parvine et (D) la β-
parvine chez les cellules HIEC siILK. (E et F) Photos d'immunofluorescence 
représentatives de l’expression de l’ILK (en vert) chez (E) les cellules Caco-2/15 siCNS et 
(F) Caco-2/15 siILK préconfluentes. (G) Immunobuvardages des niveaux cellulaires de la 
forme endogène de l’ILK (détectée avec l’anticorps contre l'ILK (BD Transduction 
Laboratories)), ainsi que des formes exogènes de type sauvage (V5-ILKwt) ou de type 
mutée (V5-ILKkd [E359K]) de l’ILK (détectées avec l’anticorps contre l'ILK ou un 
anticorps spécifique ciblant le marqueur moléculaire V5 (Invitrogen)) qui sont exprimées 
de façon stable chez les cellules HIEC V5-ILKwt et les cellules HIEC V5-ILKkd 
respectivement. Des cellules transfectées avec un vecteur d’expression vide ont été 
utilisées comme contrôle de transfection, de même que du niveau endogène de l’ILK chez 
les cellules HIEC. (A, E et F) Les noyaux des cellules sont marqués par le DAPI (bleu). 
Barres d’échelle : (A-D) en A : 50 µm; (E et F) en E : 25 µm 
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les cellules HIEC V5-ILKwt, nous ne détectons pas de variation apparente du niveau de l’ILK 
endogène chez les cellules HIEC V5-ILKkd infectées par des rétrovirus codant pour la forme 
mutée de l’ILK (V5-ILKkd [E359K]).  De plus, chez ces dernières cellules les quantités de la 
construction V5-ILKkd demeurent faibles comparativement au niveau de l’ILK endogène, de 
même que comparativement au niveau de la construction V5-ILKwt détecté chez les cellules 
HIEC V5-ILKwt (Figure 14G). Or, la mutation précise E359K sur le domaine kinase de la 
construction V5-ILKkd empêche son association avec les membres des parvines, de même 
qu’avec la paxilline. Cela entrave du même coup la capacité de cette forme mutée de l’ILK de 
participer au complexe PIP et d’intégrer les FAs (Nikolopoulos and Turner, 2002; Wickstrom et 
al., 2010b; Zhang et al., 2002). Ces informations suggèrent donc que chez les cellules HIEC V5-
ILKkd, les faibles niveaux de V5-ILKkd s’expliquent par l’incapacité de ce variant mutée de 
l’ILK à former le complexe PIP. La diminution de l’ILK endogène et notre incapacité à 
surexprimer fortement la construction de l’ILK de type sauvage chez les cellules HIEC V5-
ILKwt tendent à démontrer que les quantités endogènes limitées des parvines et de PINCH-1 
s’opposent à la stabilisation de quantités supplémentaires de l’ILK chez les cellules HIEC. 
Soulignons que des résultats équivalents ont été obtenus suite à l'expression exogène de l'ILK 
type sauvage et type muté chez des cellules HIEC transfectées de façon transitoire avec des 
vecteurs d’expression codant pour ces mêmes constructions (données non présentées), de même 
que chez des cellules HIEC où l’expression de ces constructions étaient contrôlée par un système 
régulé d’induction de l’expression de type tet-on/tet-off (données non présentées).  
 Dans l’ensemble, les résultats obtenus avec les siRNA et lors des tentatives de 
surexpressions des constructions de l’ILK démontrent que chez les CEIs la formation du 









3.2.2 L’expression de l’ILK contribue à induire l’expression de la fibronectine et le processus 
de déposition/assemblage de cette dernière chez les cellules HIEC  
 
Une étude par Wu et coll. (1998) rapporte que l’expression de l’ILK chez le modèle de CEI de 
rat IEC-18 stimule le processus de déposition/assemblage de la fibronectine par l’intégrine α5β1 
(Wu et al., 1998). Dans la même optique, nous avons précédemment dénoté une corrélation entre 
le patron de distribution de l’ILK à la base des cellules de l’axe crypte-villosité intestinale et 
celui de la fibronectine dans la MEC de la lamina propria et la lame basale sous-épithéliale (voir 
les figures 6B et 7G). Considérant ces informations, nous avons analysé l’impact de l’inhibition 
de l’expression de l’ILK sur l’expression et la déposition de la fibronectine des cellules HIEC.  
Pour débuter, nous avons comparé les niveaux d’expression de la fibronectine par qPCR 
chez les cellules HIEC siCNS et HIEC siILK. Les résultats montrent que la forte diminution du 
transcrit d’ARNm de l’ILK chez les cellules HIEC siILK (Figure 15A, ILK : 10.6 ± 3.5 % de la 
valeur de siCNS, p  0.001, n  3) est accompagnée d’une baisse appréciable de l’expression de 
la fibronectine (Figure 15A, FN : 39.0 ± 10.3 % de la valeur de siCNS, p  0.001, n  3). 
L'expression de la chaîne β1 des laminines qui a été utilisée comme gène contrôle demeure pour 
sa part statistiquement inchangée comparativement aux cellules HIEC siCNS (Figure 15A, LNβ). 
Ensuite, des analyses en immunobuvardage sur des fractions cellulaires (cellules sans la MEC) et 
matricielles (MEC sans les cellules) isolées des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK cultivées 
pendant 48 heures sur le plastique des pétris, confirment que comparativement aux cellules 
contrôles, beaucoup moins de fibronectine est détectée chez les cellules HIEC siILK (Figure 
15B; cellules, siILK vs siCNS) et dans la MEC de ces cellules (Figure 15B; MEC, siILK vs 
siCNS). Cependant, les quantités de fibronectines humaines détectées dans le milieu des cellules 
HIEC siCNS et HIEC siILK sont comparables (Figure 15B; milieu, siILK vs siCNS; siILK : 
106.3 ± 15.5 % de la valeur obtenue avec le siCNS, n  3). Puisqu’une portion importante de la 
fibronectine exprimée par les cellules en culture est directement sécrétée dans le milieu de 
culture avant de s’associer aux cellules et d’être assemblée en matrice péricellulaire (Hayman 
and Ruoslahti, 1979), ces derniers résultats suggèrent fortement que la fibronectine sécrétée par 
les cellules HIEC siILK s’accumule dans leur milieu. Par conséquent, cela supporte qu`en plus 
de ses effets sur l'expression de la fibronectine, l’inhibition de l’expression de l’ILK entrave la 
capacité des cellules HIEC siILK à assembler cette protéine en matrice extracellulaire.  
 
 
Figure 15 : L’inhibition de l’expression de l’ILK affecte l’expression et la déposition de  
la fibronectine chez les cellules HIEC  
 
(A) Histogramme montrant les niveaux d’ARNm de l’ILK et de la fibronectine détectés 
par qPCR (PCR quantitative) chez des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK. Les niveaux 
d’ARNm de l’ILK sont diminués efficacement par le siILK et l’expression de la 
fibronectine diminue significativement chez les cellules traitées avec le siILK. Le niveau 
d’ARNm de la chaîne β1 des laminines (LNβ) a été utilisé comme contrôle de l’expression 
génétique des autres protéines de la MEC. Les résultats sont exprimés en pourcentage du 
contrôle (siCNS) ± l’erreur standard. Pour chaque gène l’analyse statistique correspond à 
un test t contre un échantillon hypothétique (représentant le contrôle) dont la valeur 
moyenne est de 100 (n  3; *** p  0.001). Ce type de test t est valide et utilisé pour 
déterminer si un échantillon est différent de la moyenne hypothétique de l’échantillon 
contrôle lorsque la variance réelle de ce dernier est inconnue. (B) Immunobuvardages 
représentatifs de la fibronectine (endogène) humaine détectée par l'anticorps HFN 7.1 
(DSHB) chez les fractions cellulaires (cellules : cellules sans la MEC) et matricielles 
(MEC : MEC sans les cellules, isolées avec 27 µM d’hydroxyde d’ammonium) de cellules 
HIEC siCNS et HIEC siILK ensemencées 48 heures au préalable, ainsi que de la 
fibronectine (endogène) soluble humaine détectée par le même anticorps dans le milieu de 
culture (milieu) de ces cellules. L’expression des chaînes β11 de la laminine (LNβ) a été 
utilisée comme contrôle de normalisation protéique. (C) Immunobuvardages représentatifs 
des sous-unités α5 et αv des intégrines effectués sur des extraits protéiques totaux de 
cellules HIEC siCNS et HIEC siILK. L’expression de la β-actine a été utilisée comme 
contrôle de normalisation protéique. (D et E) Immunofluorescences représentatives de la 
fibronectine détectée par l’anticorps HFN 7.1 chez les cellules HIEC siCNS et siILK non 





 L’intégrine α5β1 est typiquement reconnue pour être la principale intégrine responsable de 
l’assemblage de la fibronectine et l’intégrine αvβ3 peut également contribuer à ce processus dans 
certaines conditions (Barczyk et al., 2010; Singh et al., 2010). Ainsi, afin de déterminer si la 
diminution de la fibronectine dans la MEC des cellules HIEC siILK est causée par une 
diminution de l’expression et/ou des quantités protéiques de ces deux récepteurs intégrines de la 
fibronectine, nous avons analysé les niveaux de la sous-unité α5 et de la sous-unité αv chez les 
cellules HIEC siCNS et HIEC siILK. Cependant, les immunobuvardages ne révèlent aucune 
différence notable du niveau protéique de ces deux sous-unités des intégrines entre les deux 
populations cellulaires expérimentales (Figure 15C; α5 et αV, siCNS vs siILK).  
   Afin de mieux documenter la diminution de la fibronectine dans la MEC des cellules HIEC 
siILK nous avons examiné l’organisation de la fibronectine qui est associée aux cellules HIEC 
siCNS et HIEC siILK avec l’anticorps HFN 7.1 (DSHB) en immunofluorescence. Cet anticorps 
cible spécifiquement un épitope cryptique entre les sites PHSRN/synergie (du domaine FNIII9) et 
RGD (du domaine FNIII10) de la fibronectine et pour cette raison est considéré comme une 
sonde efficace pour détecter les homodimères étirés et partiellement étirées de la fibronectine 
associée aux cellules (Baneyx et al., 2002; Garcia et al., 1999; Keselowsky et al., 2003). Les 
images montrent que comparativement aux cellules HIEC siCNS (Figure 15D), beaucoup moins 
de fibronectine est associée aux cellules HIEC siILK (Figure 15E). De plus, alors que les cellules 
HIEC siCNS présentent plusieurs structures linéaires et allongées typiques des réseaux de 
fibronectine fibrillaire (Ohashi et al., 2002) (Figure 15D), la fibronectine associée aux cellules 
HIEC siILK est principalement détectée sous la forme d’agrégats dont les caractéristiques 
suggèrent qu’il s’agit de fibronectine préfibrillaire (Figure 15E) (Baneyx et al., 2001; Ohashi and 
Erickson, 2011). Ces résultats supportent dans l'ensemble que l’inhibition de l’expression de 
l’ILK chez les cellules HIEC bloque le processus déposition/assemblage de la fibronectine 






3.2.3 La contribution principale de l’ILK pour les fonctions des CEIs en culture est indirecte et 
médiée par son rôle crucial dans la déposition de la fibronectine endogène  
 
Il est bien connu que l’expression de l’ILK contribue à réguler les fonctions de l’axe MEC-
intégrine-actine chez différents types cellulaires (Wickstrom et al., 2010b). Nous avons donc 
débuté notre exploration du rôle de l’ILK dans les fonctions des CEIs en étudiant la dynamique 
du processus d’adhésion/étalement et de formation des structures d’adhésion de type FA chez les 
cellules HIEC siCNS et HIEC siILK. Plus spécifiquement, pour ces expériences l’étalement 
cellulaire et les structures d’adhésion cellule-MEC des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK ont 
été visualisés en immunofluorescence en marquant la vinculine 4 heures et 18 heures après que 
ces cellules eurent été ensemencées sur des lamelles de verre préalablement traitées avec du 
milieu de culture (4 % de sérum FBS). En premier lieu, les cellules HIEC siCNS et HIEC siILK 
ont été observées en microscopie par contraste de phase une heure après le début des tests 
d'étalement. À ce stade, la majorité des cellules des deux populations possèdent toujours une 
morphologie très arrondie ce qui indique qu’elles sont toujours dans la phase isotropique du 
processus d'étalement cellulaire (Figures 16A et 16D) (Dubin-Thaler et al., 2008). Puis, 4 heures 
après l’ensemencement des cellules, la vinculine détectée chez les cellules HIEC siCNS et chez 
les cellules HIEC siILK est principalement détecté au niveau des structures d’adhésion 
périphériques peu développées (Figures 16B et 16E) dont les caractéristiques visuelles 
correspondent à celles des FXs et des FAs immatures (Gardel et al., 2010). Toutefois, 
comparativement aux cellules HIEC siCNS, les structures d’adhésion détectées à ce stade chez 
les cellules HIEC siILK sont généralement moins développées et l’étalement arrondi plus 
symétrique de type isotropique de ces cellules dénote un retard dans leur processus d’étalement 
(Figure 16E vs 16B). Le marquage de la vinculine 18 heures après l’ensemencement des cellules 
indique que les cellules HIEC siCNS forment plusieurs FAs imposants de type tardif et 
présentent un étalement asymétrique mature de type anisotropique (Figure 16B) qui est 
comparable à celui des cellules HIEC natives cultivées de routine à sous-confluences (voir la 
figure 9A). Le marquage de la vinculine chez les cellules HIEC siILK à ce stade se rapproche de 
celui observé chez les cellules HIEC siCNS à 4 heures (Figure 16F vs 16B). Ces résultats 
indiquent que l’expression de l’ILK chez les cellules HIEC est nécessaire pour l’intégrité de la 
dynamique de l’étalement et pour l’élaboration des FAs mature.  
 
 
Figure 16 : L’ILK contribue au processus d’adhésion/étalement des cellules HIEC de façon 
 indirecte par son rôle dans la déposition de la fibronectine endogène  
 
(A et D) Images de microscopie par contraste de phase des cellules HIEC siCNS et HIEC 
siILK une heure après leur ensemencement sur des lamelles prétraitées avec du milieu de 
culture (4% FBS). (B, C, E et F) Photos d’immunofluorescence représentatives de la 
distribution de la vinculine (en vert) et de l’étalement des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK 
4 heures et 18 heures après leur ensemencement sur des lamelles de verre prétraitées.          
(G) Histogramme de l’aire d’étalement moyen (évaluée à partir d’images de microscopie avec 
le logiciel Metamorph Imaging System (Universal Imaging Corp.)) des cellules HIEC siCNS 
et de cellules HIEC siILK ensemencées depuis 24 heures sur des lamelles de verre prétraitées 
avec du milieu de culture (N.R.) ou sur des lamelles recouvertes par 3 µg/cm
2
 de fibronectine 
exogène (FN). Les résultats sont exprimés en aire d’étalement absolue (µm
2
) ± l’erreur 
standard. Chaque analyse statistique correspond à un test t bilatéral avec échantillons pairés (n 
= 3 expériences indépendantes différentes, 60 cellules au minimum ont été analysées au total 
pour chacune des conditions; *** = p  0.0001, n.s. = p non significatif). (B,C, E et F) Les 

















Nous avons également analysé les effets de l’inhibition de l’expression de l’ILK sur l'aire 
d’étalement des cellules HIEC en mesurant numériquement l’aire d’étalement des cellules HIEC 
siCNS et HIEC siILK ensemencées depuis plus de 24 heures à partir d'images de microscopie. 
Ces analyses indiquent que lorsque ces cellules sont cultivées directement sur des lamelles de 
verre prétraitées avec du milieu de culture (surface N.R.), il y a une diminution marquée de l'aire 
d’étalement moyenne couverte par les cellules HIEC siILK comparativement aux cellules 
contrôles (Figure 16E; HIEC siILK : 1487 µm2 ± 104 vs HIEC siCNS : 3216 µm2 ± 190, p  
0.0001, n  3. Ces données indiquent que le processus d’étalement des cellules HIEC siILK 
s’arrête prématurément. Considérant que la fibronectine est un constituant central de l’interface 
cellule/MEC contribuant à la régulation des processus impliquant l’axe MEC-intégrine-actine tel 
que l’adhésion/étalement (Singh et al., 2010), nous avons de plus mesuré l'aire d’étalement des 
cellules HIEC siCNS et HIEC siILK cultivées durant plus de 24 heures sur des lamelles de verre 
recouvertes de 3 µg/cm2 de fibronectine exogène (FN). Nos résultats indiquent que dans cette 
condition d’adhésion les cellules HIEC siILK ont une aire d’étalement moyen comparable à celle 
des cellules contrôles (Figure 16E; HIEC siILK : 3346 µm2 ± 241 vs HIEC siCNS : 3671 µm2 ± 
200, différences non significatives (n.s.), n  3). D’autre part, l’aire d'étalement des cellules 
HIEC siCNS sur la fibronectine demeure comparable de celle que ces cellules présentent sur une 
surface N.R. (Figure 16E : FN siCNS vs N.R. siCNS, n.s., n  3). Ces résultats indiquent que 
l’étalement arrondi de type isotropique des cellules HIEC siILK est incomplet et que l'adhésion 
sur la fibronectine permet l’étalement complet des cellules HIEC. Dans l’ensemble, les données 
présentées dans la figure 17 suggèrent que l’expression de l’ILK contribue à la transition vers la 
phase anisotropique du processus d'étalement des cellules HIEC par les effets de cette expression 
permettant à ces cellules de déposer la fibronectine. 
 Le processus de migration dirigée demande une régulation fine de l’élaboration et du 
démantèlement des structures d’adhésion cellule-MEC (Lock et al., 2008). Pour cette raison, 
nous avons vérifié si l’impact négatif de l’inhibition de l’expression de l’ILK chez les cellules 
HIEC siILK se transpose également en une réduction de la vitesse de migration chez ces cellules. 
Nous avons donc comparé la capacité des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK à migrer à partir 
de la marge de blessures générées 48 heures au préalable à l’aide d’une lame de rasoir sur des 
populations cellulaires fraichement confluentes. Pour ces expériences, le milieu de culture des 
cellules était supplémenté de 2 mM d’hydroxyurée afin d’empêcher les biais pouvant résulter 
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d’un taux de prolifération différent des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK (Cai et al., 2000). 
Les résultats montrent que comparativement aux cellules contrôles, beaucoup moins de cellules 
HIEC siILK franchissent en moyenne la marge des blessures (Figures 17A et 17B). Cela indique 
donc qu’à l’image des données concernant l’adhésion/étalement, la capacité migratoire des 
cellules HIEC (siILK) est également réduite par l’inhibition de l’expression de l’ILK.       
Ensuite, nous avons effectué des essais d’étalement/migration d’agrégats de cellules HIEC 
siCNS et HIEC siILK afin de comparer le rôle de l’ILK et de la fibronectine sur la dynamique du 
processus d’étalement/migration des cellules HIEC. Lors de ces essais, l’aire occupée par des 
agrégats de 50 à 100 cellules était mesurée 24 heures après leur ensemencement sur une surface 
N.R. (plastique des pétris non recouvert de FN exogène) ou sur un substrat de fibronectine 
exogène, puis divisée par le nombre respectif de cellules formant ces agrégats. Nos analyses 
révèlent sans surprise que sur une surface N.R., les cellules HIEC siILK ont une vitesse 
d’étalement/migration significativement plus lente que celle des cellules HIEC siCNS (Figure 
17C). De plus, les cellules HIEC siILK ensemencées sur une surface de fibronectine exogène 
présentent une vitesse d’étalement/migration comparable de celle des cellules HIEC siCNS 
(Figure 17C). Par conséquent, ces résultats confirment que les altérations de l’étalement et le 
ralentissement de la migration qui sont associés avec une réduction de la déposition de la 
fibronectine chez les cellules HIEC siILK peuvent être secourus lorsque ces cellules sont 
ensemencées sur un substrat de fibronectine exogène. D’autre part, des immunobuvardages 
effectués sur des lysats de cellules HIEC siCNS et HIEC siILK indiquent que l’adhésion sur la 
fibronectine exogène ne permet pas de restaurer les niveaux protéiques des membres du 
complexe PIP chez les cellules HIEC siILK (Figure 17D). Cela exclut donc que les effets du 
substrat de fibronectine exogène sur le rétablissement des capacités d’étalement et de migration 
des cellules HIEC siILK soient médiés par la restauration du niveau de ces protéines dans ces 
conditions.  
Le processus de restitution permet de cloisonner les blessures produites par les nombreux 
stress (p. ex. stress mécanique) exercés sur le feuillet épithélial de la muqueuse intestinale 
(Mammen and Matthews, 2003). En condition normale, la restitution épithéliale s’effectue sans 
prolifération cellulaire immédiate, mais requiert la dépolarisation des cellules épithéliales
 
 
Figure 17 : L’ILK contribue aux processus de migration des cellules HIEC de façon 
indirecte par son rôle dans la déposition de la fibronectine endogène 
 
(A) Photos de microscopie par contraste de phase représentatives de la migration des cellules 
HIEC siCNS et HIEC siILK à l’intérieur de blessures produites sur des populations de ces 
cellules fraichement confluentes. (B) Histogramme du nombre de cellules HIEC siCNS et 
HIEC siILK ayant traversé le front de migration des blessures 48 heures après leur formation. 
Les résultats sont exprimés en pourcentage du contrôle (siCNS) ± l’erreur standard. Pour ces 
expériences, le milieu des cellules était préalablement supplémenté de 2 mM d’hydroxyurée 
afin d’empêcher la prolifération cellulaire. L’analyse statistique correspond à un test t contre 
un échantillon hypothétique (représentant le contrôle) dont la valeur moyenne est de 100 (n  
3; p  0.01). (C) Histogramme de la capacité d’étalement/migration des cellules HIEC siCNS 
et HIEC siILK. Pour ces essais, l’aire occupée par des agrégats de 50 à 100 cellules était 
mesurée 24 heures après l’ensemencement des agrégats sur une surface N.R. ou sur un 
substrat de 3 µg/cm
2
 de fibronectine exogène (FN). Le milieu des cellules était supplémenté 
de 2 mM d’hydroxyurée pour la durée des essais. L’aire couverte par les agrégats (évaluée à 
partir des images de microscopie par contraste de phase des agrégats avec le logiciel 
Metamorph Imaging System) était ensuite divisée par le nombre de cellules étalées (comptées 
à partir d’images de microscopie) ayant migrées à partir des agrégats. Les résultats sont 
exprimés en pourcentage du contrôle (siCNS N.R.) ± l’erreur standard. Chaque analyse 
statistique correspond à un test t contre un échantillon hypothétique (représentant le contrôle) 
dont la valeur moyenne est de 100 (n  3; *** p  0.001, n.s. = p non significatif).               
(D) Immunobuvardages représentatifs de l’ILK, PINCH-1 et de l’α-parvine effectués sur des 
lysats de cellules HIEC siCNS et de cellules HIEC siILK 72 h après leur ensemencement sur 
une surface N.R. ou sur 3 µg/cm
2
 de fibronectine exogène (FN). L’expression de la β-actine a 










polarisées, de même que l’étalement et la migration coordonnée de ces dernières afin de 
recouvrir l'espace produit par les blessures. Or, en raison de leur capacité à former une 
monocouche de cellules polarisées, les cellules Caco-2/15 sont couramment utilisées pour l’étude 
de ce processus dans l’intestin (Basson et al., 1996). Nous avons donc analysé les effets de 
l’inhibition de l’expression de l’ILK sur la capacité de restitution en 48 h des monocouches de 
cellules Caco-2/15 siILK (confluentes depuis 24 heures et blessés par aspiration; Figure 18A,  
0 h). Ces expériences se déroulaient en présence de 2 mM d’hydroxyurée afin d’empêcher la 
prolifération des cellules. Les résultats indiquent qu’en moyenne les blessures se referment 
statistiquement plus lentement chez les cellules Caco-2/15 siILK comparativement aux cellules 
Caco-2/15 siCNS servant de contrôle (Figure 18A : 0 h vs 24 h et Figure 18B : sans FN, siILK : 
62.7 ± 3.0 % vs siCNS : 74.5 ± 3.4 % de restitution de l’aire originale des blessures). Comme 
l’adhésion sur la fibronectine a été démontrée pour stimuler la restitution des épithéliums 
(Margadant and Sonnenberg, 2010), nous avons effectué les mêmes essais en présence de 
fibronectine exogène ajoutée dans le milieu de culture immédiatement après que les 
monocouches aient été blessés. La présence de fibronectine exogène permet de secourir la 
capacité de restitution des cellules Caco-2/15 siILK comparativement aux cellules Caco-2/15 
siCNS servant de contrôle (Figure 18B : siILK vs siCNS). Ces résultats indiquent que 
l’expression de l’ILK et la fibronectine contribue à l’intégrité du processus de restitution des 
cellules Caco-2/15. De plus, ils suggèrent que l’ILK contribue à l’intégrité de ce processus par 
des effets fibronectine-dépendants. 
 
3.2.4 L’ILK stimule la prolifération des CEIs en culture essentiellement par le biais de son 
 rôle crucial dans la déposition de la fibronectine endogène  
 
Le respect de l’intégrité structurale et fonctionnelle de l’axe crypte-villosité nécessite une 
régulation rigoureuse de la migration et de la prolifération des CEIs (Pageot et al., 2000; Potten 
et al., 1997). Or, l’expression de l’ILK a été démontrée pour stimuler la prolifération de 
différents types cellulaires (p. ex. CEIs, chondrocytes, kératinocytes) (McDonald et al., 2008; 
Wickstrom et al., 2010b). Nous avons donc analysé les effets de l’inhibition forcée de 
l’expression de l’ILK sur la croissance des CEIs en culture. D’abord, des analyses en 
immunobuvardage de protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire révèlent que 
 
 
Figure 18 : L’inhibition forcée de l’expression de l’ILK ralentit le processus de restitution 
épithéliale des monocouches de cellules Caco-2/15  
 
(A) Photos de microscopie par contraste de phase représentatives des monocouches de 
cellules Caco-2/15 siCNS et Caco-2/15 siILK immédiatement après qu'elles eu été blessées 
par aspiration (0 h) et 48 heures après la formation des blessures (48 h). Les pointillés sur les 
images indiquent l’aire couverte par les blessures à 0 h et 48 h. Le milieu de culture des 
cellules était supplémenté de 2 mM d’hydroxyurée afin d’empêcher la prolifération cellulaire. 
(B) Histogramme représentant la vitesse de restitution relative des cellules Caco-2/15 siCNS 
et Caco-2/15 siILK cultivées en absence de fibronectine exogène (sans FN) ou en présence de 
fibronectine exogène (FN) ajoutée dans le milieu de culture à une concentration équivalente à 
3g/cm
2
 de la surface des pétris. La fibronectine était ajoutée immédiatement après la 
formation des blessures. Les résultats sont exprimés en pourcentage absolu de la restitution 
des blessures initiales ± l’erreur standard. Chaque analyse statistique correspond à un test t 
avec échantillons pairés (n = 3 expériences indépendantes différentes pour chaque condition; 
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comparativement aux cellules HIEC siCNS, les cellules HIEC siILK (cultivées sur une surface 
N.R.) présentent une diminution substantielle des niveaux de la cycline D1 (Figure 19B). Les 
cellules HIEC siILK présentent de plus une augmentation de la forme inactive 
hyperphosphorylée de la protéine de suppression tumorale pRB (Figure 19B), de même que de la 
protéine inhibitrice du cycle cellulaire p27 (Figure 19B). Ainsi, bien que le niveau de la protéine 
inhibitrice des cyclines p21 demeure inchangé en condition d’inhibition de l’expression de l’ILK 
(Figure 19B), ces résultats supportent que l’expression de l’ILK contribue à stimuler la 
progression du cycle cellulaire chez les CEIs indifférenciées en culture. Ensuite, nous avons 
effectué des essais d’incorporation de BrdU de 4 heures chez des cellules HIEC et Caco-2/15 
transfectées avec les siRNA et cultivées sur une surface N.R. ou sur la fibronectine exogène. Nos 
résultats démontrent que comparativement à leur contrôle respectif, l'inhibition de l’expression 
de l’ILK induit une diminution de l’indice de prolifération cellulaire (ou indice prolifératif : 
pourcentage de cellules marquées par le BrdU) chez les cellules HIEC siILK (Figure 19A; N.R.-
HIEC : siILK vs siCNS) et Caco-215 siILK (Figure 19A, N.R.-Caco-2/15 : siILK vs siCNS) 
cultivées sur une surface N.R. L’adhésion des cellules HIEC siILK sur la fibronectine exogène 
permet toutefois de restaurer leur indice prolifératif au niveau de celui des cellules HIEC siCNS 
sur une surface N.R. (Figure 19A, FN/HIEC siILK vs N.R./HIEC siCNS). Cet indice demeure 
cependant légèrement plus bas que celui des cellules HIEC siCNS sur la fibronectine (Figure 
19A, FN/HIEC : siCNS vs siILK). Ensuite, l’adhésion des cellules Caco-2/15 siILK sur la 
fibronectine exogène permet de rétablir l’indice prolifératif de ces cellules au niveau de celui des 
cellules Caco-2/15 siCNS dans les deux conditions d’adhésion (Figure 19A, FN/Caco-2/15 siILK 
vs N.R./ et FN/Caco-2/15 siCNS). Or, contrairement à l’indice prolifératif des cellules HIEC 
siCNS cultivées sur la fibronectine exogène qui augmente (Figure 19A, FN/HIEC siCNS vs 
N.R./HIEC siCNS), celui des cellules Caco-2/15 siCNS demeure statistiquement inchangé 
indépendamment du substrat d’adhésion (Figure 19A, FN/Caco-2/15 siCNS vs N.R./Caco-2/15 
siCNS). Dans l’ensemble, ces résultats suggèrent que le rôle de l’ILK dans le processus de 
déposition de la fibronectine stimule la prolifération des CEIs indifférenciées. De plus, le 
rétablissement seulement partiel de l’indice prolifératif des cellules HIEC siILK cultivées sur la 
fibronectine exogène suggère que l’expression de l’ILK pourrait contribuer à la stimulation du 
cycle cellulaire des CEIs normales par une ou des fonctions différentes de celle concernant 
uniquement les effets prolifératifs de la fibronectine. 
 
 
Figure 19 : Les fonctions de l’ILK dans la prolifération des CEIs indifférenciées dépendent 
principalement des effets de la fibronectine  
 
(A) Histogrammes des indices de prolifération cellulaire obtenus par des essais 
d’incorporation du BrdU de 4 heures chez des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK et des 
cellules Caco-2/15 siCNS et Caco-2/15 siILK adhérées sur une surface non recouverte (N.R.) 
ou recouverte de 3 µg/cm
2
 de fibronectine exogène (FN). L’indice de prolifération cellulaire 
(ou indice prolifératif) représente le pourcentage de cellules marquées par le BrdU. Chaque 
analyse statistique correspond à un test t avec échantillons pairés (n  3; * = p  0.05, n.s. = p 
non significatif). (B) Immunobuvardages représentatifs de la cycline D1, de pRB et des 
protéines p21 et p27 chez les cellules HIEC siCNS et HIEC siILK cultivées sur une surface 
N.R. L’expression de la β-actine a été utilisée comme contrôle de normalisation protéique.    
(C) Histogramme de l’activité relative du promoteur TCF-4 chez des cellules HIEC siCNS et 
siILK exprimant stablement soit la β-caténine type sauvage (βcaténine-wt), soit une forme 
mutée de la β-caténine résistante à la dégradation (S37A; βcaténine-mut) ou soit un vecteur 
vide servant de contrôle (vecteur vide). L’activité relative TCF-4 a été calculée à partir des 
résultats d'essais luciférases utilisant le système plasmidique TOPflash/FOPflash comme 
rapporteur de l’activité du promoteur TCF-4, ainsi que le plasmide renilla pRL-Luc comme 
contrôle interne de l’efficacité de transfection. Les signaux luminescents Firefly et Renilla ont 
été mesurés 48 heures après les cotransfections des siRNA et des gènes rapporteurs. Les 
valeurs de l’activité relative du promoteur TCF-4 ont été calculées pour chacune des 
conditions en soustrayant le ratio FOPflash-firefly/renilla du ratio TOPflash-firefly/renilla. 
Chaque analyse statistique correspond à un test t avec échantillons pairés (vecteur vide : n  













 Par ailleurs, l’ILK et le complexe PIP ont été identifiés pour contribuer aux voies de 
signalisation canonique et non canonique de Wnt qui sont impliquées dans la régulation de 
l’activité transcriptionnelle du complexe β-caténine/TCF (Oloumi et al., 2010; Oloumi et al., 
2006; Persad et al., 2001). La littérature rapporte de plus que ces fonctions de l'ILK stimulent la 
prolifération chez les CEIs (Bravou et al., 2006; Huang et al., 2007; Marotta et al., 2003; Tan et 
al., 2001). Considérant ces informations, nous avons analysé si les fonctions de l’ILK impliquées 
dans la stimulation de l’activité transcriptionnelle de la β-caténine. Des essais luciférases 
utilisant le système plasmidique TOPflash/FOPflash comme rapporteur de la stimulation de 
l’activité du promoteur TCF-4 par la β-caténine (Coghlan et al., 2000) et les plasmides renilla 
pRL-Luc comme contrôle interne de l’efficacité de transfection, ont été effectués chez des 
cellules HIEC siCNS et HIEC siILK. Toutefois, la voie Wnt est normalement peu active chez les 
cellules HIEC qui expriment peu de β-caténine endogène (Escaffit et al., 2005b; Guezguez et al., 
2014). Les siRNA ont donc été transfectés chez des cellules HIEC exprimant stablement des 
constructions exogènes codant pour soit la β-caténine type sauvage (βcaténine-wt), soit une 
forme mutée de la β-caténine qui inhibe sa dégradation (S37A; βcaténine-mut) (Morin et al., 
1997; Young et al., 1998) ou soit un vecteur vide servant de contrôle (vecteur vide). Les signaux 
luminescents Firefly et Renilla étaient mesurés 48 heures après les transfections des siRNA. Les 
résultats de ces essais confirment d’abord que l’activité relative β-caténine/TCF-4 spécifique est 
virtuellement indétectable chez les cellules HIEC contrôles transfectées avec le siCNS ou avec le 
siILK (Figure 19C; plasmide vide). L’expression exogène de la β-caténine de type sauvage 
(Figure 19C; βcaténine-wt) et de la forme mutée de la β-caténine (Figure 19C; βcaténine-mut) 
stimule l’activité relative TCF-4 spécifique chez les cellules HIEC siCNS et HIEC siILK (Figure 
19C; βcaténine-mut vs vecteur vide). Remarquablement, dans les deux cas cette activité est 
stimulée de façon plus marquée chez les cellules HIEC siILK comparativement aux cellules 
HIEC siCNS. Ces dernières données suggèrent donc que l’ILK agit comme répresseur potentiel 
de l’activité transcriptionnelle du complexe β-caténine/TCF chez les cellules HIEC. Ces résultats 
tendent donc à exclure que l’ILK puisse favoriser la prolifération des CEIs normales et 
indifférenciées en culture en contribuant directement à l'activation de la voie Wnt. 
 Soulignons en terminant que deux essais TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl 
transferase dUTP nick end labeling : permet de détecter les fragments issus de la dégradation de 
l’ADN internucléosimique lors du processus de mort cellulaire programmé) indépendants n’ont 
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pas permis de détecter de différence révélatrice du pourcentage de cellules apoptotiques chez 
dles populations de cellules HIEC siCNS et HIEC siILK cultivées normalement sur une surface 
N.R. (données non présentées, HIEC siCNS 2.0 % vs HIEC siILK 2.3 %, n = 2). Ces expériences 
préliminaires suggèrent par le fait même que les fonctions de l’ILK ne sont pas essentielles pour 
la survie des CEIs indifférenciées.  
 
3.2.5 Les effets de l’inhibition exogène de l’expression de l’ILK n’altèrent pas l’expression 
 des marqueurs de différenciation chez les cellules Caco-2/15  
 
Nous avons également évalué les effets de la diminution artificielle de l’ILK sur la capacité des 
cellules Caco-2/15 à se différencier. Dans ce cas, les niveaux d’expression de la villine et des 
enzymes dipeptidyle peptidase IV et sucrase-isomaltase — trois marqueurs de la différenciation 
entérocytaires (Tremblay et al., 2006; Vachon and Beaulieu, 1992) — ont été analysés par qPCR 
chez les cellules Caco-2/15 siCNS et siILK. Ces dernières étaient ensemencées à haute densité 
(afin de limiter les biais potentiels d’un décalage du moment où ces cellules atteignent la 
confluence) et cultivées confluentes pendant 6 jours. Toutefois, ces analyses n'ont pas révélé de 
différences significatives des niveaux d’ARNm des marqueurs de différenciation en condition 
d'inhibition de l'ILK (Figure 20). De plus, des ìmmunobuvardages effectués sur des cellules 
cultivées dans des conditions comparables n’ont pas montré de changement de l’expression 
protéique de la sucrase-isomaltase chez les cellules Caco-2/15 siILK (données non présentées). 
Ces résultats suggèrent donc que dans ces conditions le processus de différenciation des cellules 
Caco-2/15 n’est pas altéré par l’inhibition hâtive de l’expression de l’ILK par le siILK. 
 
 
Figure 20 : L’inhibition exogène de l’expression de l’ILK n’altère pas l’expression des 
 marqueurs de différenciation chez les cellules Caco-2/15 
 
Histogramme des niveaux d’ARNm des marqueurs de différenciation entérocytaire dipeptidil 
peptidase IV (DPPIV), sucrase-isomaltase (S.I.) et villine qui sont détectés par qPCR chez des 
cellules Caco-2/15 siCNS et Caco-2/15 siILK confluentes depuis 6 jours. Les résultats sont 
exprimés en pourcentage du contrôle (siCNS) ± l’erreur standard. Pour chaque gène l’analyse 
statistique correspond à un test t contre un échantillon hypothétique (représentant le contrôle) 

























     Figure 20 
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3.3 Caractérisation des fonctions de l’ILK dans la dynamique structurale et fonctionnelle de 
l’axe MEC-intégrine-actine des CEIs indifférenciées  
 
Jusqu’à maintenant, nos résultats indiquent que chez les CEIs une portion prépondérante du 
bassin cellulaire de l’ILK est stabilisée par le complexe PIP au sein des sites d’adhésion cellule-
MEC de type FA. De plus, nous avons établi que les altérations aux processus d’étalement, de 
migration et de prolifération dénotées en condition d’inhibition de l’expression de l’ILK chez les 
modèles de CEI HIEC et Caco-2/15 proviennent selon toutes vraisemblances des effets de 
l’entrave à la déposition de la fibronectine endogène sur ces mêmes fonctions. Considérant que 
l’expression de l’ILK est principalement observée chez les CEIs indifférenciées in vivo et ex 
vivo, les travaux subséquents chez les cellules HIEC avaient pour but de mieux documenter les 
fonctions de l’ILK et du complexe PIP dans la dynamique structurale et fonctionnelle de l’axe 
MEC-intégrine-actine des CEIs indifférenciées. 
 
3.3.1 L’expression de l’ILK permet le développement du phénotype cellulaire contractile chez 
les cellules HIEC 
  
Pour débuter, nous avons comparé en microscopie par contraste de phase l'effet de l’inhibition de 
l’expression de l’ILK sur la morphologie des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK 
préconfluentes. D’abord, la géométrie planaire polarisée présentée par la plupart des cellules 
HIEC siCNS (Figure 21A) correspond avec le phénotype cellulaire contractile de type 
fibroblastique des cellules HIEC natives sous-confluentes cultivées de routine (Perreault and 
Beaulieu, 1996; Prager-Khoutorsky et al., 2011). Cette morphologie contraste considérablement 
avec la géométrie arrondie et l’aire d’étalement réduit des cellules HIEC siILK (Figure 21B) qui 
adoptent plutôt une morphologie de type épithélioïde (Rodriguez-Boulan and Nelson, 1989; 
Xiong et al., 2010). Ces dernières observations concordent avec nos résultats précédents obtenus 
lors des tests d’étalements chez ces cellules. Comme des modifications aussi marquées de la 
morphologie des cellules HIEC siILK indiquent des changements de l’organisation du 
cytosquelette cellulaire, nous avons comparé la distribution des sites d’adhésion des intégrines 
(détecté par la vinculine) et l’organisation du cytosquelette d’actine (visualisé avec la 
 
 
Figure 21 : L’inhibition de l’expression de l’ILK bloque l’élaboration du phénotype 
contractile chez les cellules HIEC 
 
(A et B) Photos représentatives de microscopie par contraste de phase de cellules HIEC 
siCNS et HIEC siILK sous-confluentes sur une surface N.R. Ddans ces conditions les cellules 
HIEC siCNS présentent une morphologie étirée de type fibroblastique, alors que les cellules 
HIEC siILK présentent plutôt une morphologie arrondie de type épithélioïde. (C-H) Photos 
d’épifluorescence représentatives de la détection du réseau de microfilaments d’actine 
(actine : détectée avec la phalloïdine-TRITC et colorée numériquement en rouge) et de la 
vinculine (vinculine, colorée numériquement en vert) chez des cellules HIEC siCNS et HIEC 
siILK et de la combinaison de ces deux marquages (superposition). La flèche en E pointe un 
FA mature de type tardif qui est associé avec une fibre de stress ventrale chez les cellules 
HIEC siCNS. La flèche blanche et la flèche bleue en H pointent respectivement un FA 
immature de type précoce associé avec une fibre de stress dorsale et un FX en présence 
d’actine corticale chez les cellules HIEC siILK. (I et J) Photos d’immunofluorescence 
représentatives du réseau de microtubules (détecté par un anticorps contre la β-tubuline 
(Millipore/Chemicon) et colorée numériquement en rouge) chez les cellules HIEC siCNS et 
HIEC siILK. Les flèches en J pointent des accumulations périphériques du réseau de 
microtubule chez les cellules HIEC siILK. Les noyaux sont marqués par le DAPI (bleu). 
Barres d’échelle : (A et B) en A : 30 µm; (C-E) en C : 30 µm; (F-H) en F : 30 µm; (A et B) en 















phalloïdine-TRITC) en immunofluorescence chez les cellules HIEC siCNS et HIEC siILK. 
D’abord, sans surprise les cellules HIEC siCNS présentent habituellement un réseau élaboré de 
fibres de stress ventrales parallèles et de FAs matures (Figures 21C à 21E) qui se compare en 
tout point avec l’organisation des structures de l’axe intégrine-actine des cellules HIEC natives 
(voir la figure 9B). Pour leur part, les cellules HIEC siILK présentent soit une ceinture (partielle 
ou entière) d’actine corticale formée par des accumulations circulaires et/ou angulaires de 
faisceaux d’actine en périphérie des cellules (Figure 21F, cellule du haut) (Burridge and 
Wittchen, 2013). Soit une organisation orthogonale de l’actine constituée principalement de 
fibres de stress dorsales et d’arcs transverses (Figure 21F, cellule du centre/milieu) ou encore une 
organisation mixte à la fois corticale et orthogonale de l’actine (Figure 21F, cellule du bas). 
Conformément à l’absence de réseau élaboré de fibres de stress ventrales en condition 
d’inhibition de l’expression de l’ILK, la vinculine est principalement détectée au niveau des FXs 
et des FAs immatures en périphérie des cellules HIEC siILK (Figures 21G et 21H). Une portion 
du bassin cellulaire de la vinculine est de plus détectée de façon diffuse au niveau de la région 
cytoplasmique de ces cellules (Figures 21G et 21H). Dans l’ensemble, ces résultats et nos 
données précédentes concernant les effets de l’inhibition de l’expression de l’ILK sur le 
processus d’adhésion/étalement des cellules HIEC (voir la figure 16) démontrent que 
l’organisation corticale et/ou orthogonale du réseau d’actine-F et la morphologie épithélioïde des 
cellules HIEC siILK représentent un stade intermédiaire immature du processus d’étalement des 
cellules HIEC. Plus précisément, cette organisation de type précontractile de l’axe intégrine-
actine des cellules HIEC siILK indique que l’inhibition de l’expression de l’ILK empêche la 
transition de la phase isotropique vers la phase anisotropique du processus d’étalement qui est 
associée avec le développement des structures matures de l’axe intégrine-actine (p. ex. fibres de 
stress ventrales parallèles et FAs de type tardif) et en parallèle, du phénotype cellulaire 
contractile de type fibroblastique (Prager-Khoutorsky et al., 2011).  
 L’ILK a été identifiée chez les kératinocytes et les cellules épithéliales mammaires comme 
étant un maillon essentiel de l’axe intégrine-microtubule permettant d’ancrer et de stabiliser le 
réseau de microtubules aux FAs (Akhtar and Streuli, 2013; Wickstrom et al., 2010a). Pour notre 
part, des immunofluorescences de la β-tubuline révèlent que comparativement aux réseaux de 
microtubules généralement bien développés des cellules HIEC siCNS (Figure 21I), les cellules 
HIEC siILK présentent habituellement des réseaux de microtubules plus compacts et des 
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accumulations périphériques de la β-tubuline (Figure 21I vs 21J). Cela indique donc que 
l’expression de l’ILK est requise pour l’intégrité du réseau de microtubules chez les cellules 
HIEC. Toutefois, nous pouvons difficilement évaluer si ces altérations découlent directement de 
la perte de l’ILK sur l’ancrage membranaire des microtubules et l’axe intégrine-microtubule ou 
si elles sont simplement une conséquence des altérations de l’étalement et des structures de l’axe 
intégrine-actine que nous avons précédemment décrites. 
Les caractéristiques des structures de l’axe intégrine-actine des cellules HIEC siCNS et 
HIEC siILK en migration ont également été comparées afin d’analyser plus en détail comment 
l’inhibition de l’expression de l’ILK affecte la migration de ce modèle cellulaire. Pour ces 
expériences des populations confluentes de ces cellules étaient blessées, puis cultivées 
normalement pendant approximativement 18 heures avant que la vinculine et l’actine-F 
(visualisée avec la phalloïdine-TRITC) des cellules en migration soient observées en 
immunofluorescence. Les images de microscopie révèlent que plusieurs des cellules HIEC 
siCNS en migration possèdent une morphologie très étirée et forment de longues fibres de stress 
ventrales pouvant relier les FAs d'une extrémité à l'autre de ces cellules (Figures 22A et 22C). 
Ces caractéristiques sont représentatives d’un déplacement cellulaire par contraction qui 
nécessite généralement une adhésion cellulaire ferme sur un substrat suffisamment rigide, de 
même que la stimulation RhoA-dépendante de l’activité contractile des structures d'actomyosine 
(Friedl and Wolf, 2010; Schmidt and Friedl, 2010). À l’opposé, les cellules HIEC siILK en 
migration possèdent une morphologie beaucoup plus compacte et elles assemblent généralement 
des réseaux de microfilaments d’actine de type orthogonal au sein de lamellipode frontal (c.-à-d. 
du côté de la migration) (Figures 22B et 22D). Ces caractéristiques suggèrent un déplacement 
cellulaire Rac1-dépendant plus lent de type protrusif par les lamellipodes. Ce mode de migration 
cellulaire est habituellement exécuté sur un substrat d’adhésion peu rigide ou soutenant peu 
l'adhésion cellulaire par les intégrines (Friedl and Wolf, 2010). De plus, puisqu’il est connu que 
la force du lien adhésif entre les cellules et la MEC est typiquement proportionnelle à la densité 
des complexes intégrine α5β1-fibronectine formés au niveau de l’interface cellule/MEC (Garcia 
et al., 1998b; Roca-Cusachs et al., 2009; Shi and Boettiger, 2003), le mode de migration adopté 
par les cellules HIEC siILK s’accorde avec nos résultats précédents démontrant que l'impact 
négatif de l'inhibition de l'expression de l'ILK sur la migration des ces cellules est indirect et 
qu’il serait causé par l’arrêt de la déposition de la fibronectine endogène dans ce contexte. 
 
 
Figure 22 : L’inhibition de l’expression de l’ILK altère l’organisation des structures de l’axe 
intégrine-actine chez les cellules HIEC en migration  
 
(A-D) Photos d’épifluorescence représentatives du réseau de microfilaments d’actine 
(visualisé avec la phalloïdine-TRITC et colorée numériquement en vert) et de la vinculine 
(colorées numériquement en rouge) chez (A) des cellules HIEC siCNS et (B) des cellules 
HIEC siILK en migration 18 heures après la formation des blessures. (C) Agrandissement de 
la zone C encadrée en A et (D) agrandissement de la zone D encadré en B. (A-D) Les noyaux 
























    
   Figure 22 
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 Afin de vérifier si l’entrave au développement des structures de l’axe MEC-intégrine-
actine en condition d’inhibition de l’expression de l’ILK pourrait être associée à une diminution 
de l’activité de la voie RhoA/ROCK, nous avons comparé les effets de l’inhibition de ROCK sur 
l’organisation de cet axe chez les cellules HIEC siCNS et HIEC siILK. Nous avons d’abord 
analysé les caractéristiques des FAs par la détection de la vinculine en immunofluorescence chez 
des cellules cultivées 16 heures sur des lamelles de verre prétraitées avec du milieu de culture, 
puis cultivées 24 heures supplémentaires sans traitement ou en présence de 20 µM de l’inhibiteur 
pharmacologique Y-27632 ciblant spécifiquement l’activité de ROCK. Il est à noter que des 
travaux de recherches publiés par le laboratoire du Pr Beaulieu ont précédemment démontré 
l’efficacité du Y-27632 pour l’inhibition de la phosphorylation de la S19MLC par ROCK —donc 
de la voie RhoA/ROCK/pS19MLC — et de l’organisation contractile de l’axe intégrine-actine 
chez les cellules HIEC (Benoit et al., 2009; Groulx et al., 2011). Ainsi, comparativement aux 
cellules HIEC siCNS non traitées qui assemblent plusieurs structures d’adhésion allongées 
typiques des FAs matures (Figure 23A), les cellules HIEC siCNS traitées avec l’inhibiteur Y-
27632 présentent généralement des structures d’adhésion périphériques plus petites de type FX 
(Figure 23B). Ces résultats confirment que chez les cellules HIEC les fonctions de ROCK sont 
importantes pour la formation des FAs. Fait à noter, les cellules HIEC siCNS demeurent bien 
étalées suite à l’inhibition de ROCK et de façon générale l’aire d’étalement des cellules HIEC 
siCNS et HIEC siILK traitées avec le Y-27632 semble supérieure à celui des cellules respectives 
non traitées (Figure 23B vs 23A et 23D vs 23C). Ensuite, comparativement aux cellules HIEC 
siILK non traitées (Figure 23C), nous n’observons pas de changement évident des 
caractéristiques des FXs et des FAs immatures assemblés par les cellules HIEC siILK traitées 
avec le Y-27632 (Figure 23D). Dans l’ensemble, ces résultats suggèrent que la voie 
RhoA/ROCK est peu active ou inactive chez les cellules HIEC siILK. Ainsi, l’entrave au 
développement des FAs matures de type tardif chez ces cellules pourrait bien être causée par une 
diminution de l’activité de la voie RhoA/ROCK/pS19MLC. De plus, puisqu'il semble qu’en 
condition d'inhibition de l'expression de l'ILK les fonctions de ROCK ne soient pas requises pour 
l’élaboration des FAs de type précoce, cela suggère que dans ces conditions une autre voie de 




Figure 23 : L’inhibition de ROCK entrave le développement des FAs chez les cellules HIEC 
siCNS, mais n’empêche pas la formation des FAs chez les cellules HIEC siILK 
 
(A-D) Photos d’immunofluorescence représentatives de la vinculine chez des cellules HIEC 
siCNS et HIEC siILK cultivées pendant 16 heures sur des lamelles de verre prétraitées avec 
du milieu de culture, puis cultivées 24 heures supplémentaires soit sans traitement ou en 
présence de 20 µM de l’inhibiteur pharmacologique Y-27632 de l’activité de ROCK.            
(A et B) L’inhibition de ROCK empêche la formation des FAs uniquement chez les cellules 
HIEC siCNS, qui forment alors principalement des FXs en périphérie de leur aire d’étalement 
(ex. pointé par la flèche bleue en B). (C et D) L’inhibition de ROCK chez les cellules HIEC 
siILK ne semble pas affecter la capacité de ces cellules à former des FAs immatures de type 
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        Plusieurs travaux de recherches indiquent que la MLCK — qui est une autre kinase qui a la 
capacité de phosphoryler la sérine 19 de la MLC (pS19MLC) — serait surtout impliquée dans 
l’assemblage de l’actine corticale et des fibres de stress dorsales en périphérie de l’aire 
d’étalement des cellules (Katoh et al., 2010; Katsumi et al., 2002; Totsukawa et al., 2004; 
Totsukawa et al., 2000). Dans cette optique, nous avons comparé les effets de l’inhibition 
spécifique de ROCK avec 20 µM de Y-27632 et de l’inhibition spécifique de la MLCK avec 
10 µM de ML-7 sur l’organisation du cytosquelette d’actine (visualisée avec la phalloïdine-
TRITC) des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK préalablement ensemencées sur des lamelles de 
verre prétraitées avec du milieu de culture. Il est à noter que les travaux de recherches de Groulx 
et coll. (2011) ont démontré que l’inhibiteur pharmacologique ML-7 a normalement peu d’effet 
sur les niveaux de pS19MLC chez les cellules HIEC, mais qu’il peut inhiber efficacement la voie 
MLCK/pS19MLC lorsque l’activité de cette voie est stimulée par l’inhibition de l’expression du 
collagène VI chez ce modèle cellulaire (Groulx et al., 2011). Nos résultats indiquent d’abord que 
l’élaboration des fibres de stress ventrales parallèles est fortement réprimée chez les cellules 
HIEC siCNS traitées avec le Y-27632 (Figure 24B vs 24A). Cependant, l’inhibition isolée de 
ROCK ne peut empêcher la formation de fibres de stress cortical chez les cellules HIEC siCNS 
(Figure 24B). Cela confirme donc que chez ce modèle cellulaire les fonctions de la voie 
RhoA/ROCK sont cruciales dans le développement et la maturation des structures de l’axe 
intégrine-actine représentatives du phénotype cellulaire contractile. L’inhibition de ROCK chez 
les cellules HIEC siILK ne semble pas altérer l’organisation du cytosquelette d’actine 
comparativement aux cellules HIEC siILK non traitées (Figure 24E vs 24D). Ainsi, cela indique 
que les fonctions de ROCK sont facultatives dans l’assemblage des réseaux orthogonaux et 
corticaux de microfilaments d’actine des cellules HIEC siILK.   
 D’autre part, l’inhibition de la MLCK empêche également l’élaboration des fibres de stress 
ventrales dans la région centrale des cellules HIEC siCNS (Figure 24C). Toutefois, l’inhibition 
de la MLCK est insuffisante pour induire une morphologie arrondie chez les cellules HIEC 
siCNS et de façon générale, ces cellules montrent une altération évidente de leur étalement et une 
morphologie irrégulière comparativement aux cellules HIEC siCNS non traitées (Figure 24C vs 
24A). De plus, les faisceaux d’actine corticale présentés par les cellules HIEC siCNS traitées 
avec le ML-7 sont généralement beaucoup moins développés que ceux présentés chez les 
cellules HIEC siCNS traitées avec le Y-27632 (Figure 24C vs 24B). Ces observations suggèrent  
 
 
Figure 24 : Les fonctions de l’ILK dans le développement des fibres de stress ventrales des 
cellules HIEC dépendent des effets de la fibronectine sur la voie RhoA/ROCK  
 
(A-F) Photos d’épifluorescence représentatives du réseau de microfilaments d'actine (détecté 
avec la phalloïdine-TRITC) chez des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK cultivées pendant 
24 heures sur des lamelles de verre prétraitées avec du milieu de culture, puis cultivées durant 
les 24 heures suivantes soit sans traitement (non traitées), soit en présence de 20 M de Y-
27632 afin d’inhiber ROCK ou soit en présence de 10 M de ML-7 (Sigma-Aldrich) afin 
d’inhiber la MLCK. (G-L) Photos d’épifluorescence représentatives du réseau de 
microfilaments d'actine chez des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK cultivées pendant 24 
heures sur des lamelles de verre prétraitées avec 3 µg/cm
2
 de fibronectine exogène, puis 
cultivées sans traitement (images non présentées) ou en présence de soit 10 µM de ML-7 
uniquement, soit 20 µM de Y-27632 uniquement ou soit la combinaison de ces deux 
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que chez les cellules HIEC les fonctions de la MLCK sont impliquées dans la régulation de 
l’organisation de l’axe intégrine-actine et qu’elles sont importantes pour l’intégrité du processus 
d'étalement de ces cellules. Puis, contrairement à ce que nous avons observé lors de l’inhibition 
de ROCK chez les cellules HIEC siILK, l’inhibition de la MLCK chez ces cellules bloque 
entièrement l’élaboration des réseaux orthogonaux et corticaux de microfilaments d’actine et 
empêche ces cellules d’adopter la morphologie arrondie qu’elles présentent habituellement 
(Figure 24F vs 24D). Les effets de l’inhibition de la MLCK sur l’organisation du cytosquelette 
d’actine semblent visuellement plus sévères chez les cellules HIEC siILK (Figure 24F) que chez 
les cellules HIEC siCNS (Figure 24C). Dans l’ensemble, ces résultats proposent que l'activité de 
la voie MLCK/pS19MLC contribue à l’élaboration des réseaux orthogonaux et corticaux de 
microfilaments d’actine qui sont associés à la morphologie épithélioïde des cellules HIEC siILK. 
Par conséquent, en condition d’inhibition de l’expression de l’ILK, les fonctions de la MLCK 
seraient importantes pour l’étalement en mode isotropique, mais seraient insuffisantes afin de 
permettre le développement des structures matures de l’axe intégrine-actine impliquées dans le 
mode anisotropique de ce processus.     
Lorsque des expériences équivalentes sont effectuées avec des cellules cultivées sur des 
lamelles de verre prétraitées avec de la fibronectine exogène, la formation de fibres de stress 
ventrales se rétablit chez les cellules HIEC siILK et l’organisation de l’actine dans chaque 
condition est globalement équivalente chez les HIEC siCNS et HIEC siILK. Plus précisément, 
chez les cellules HIEC siCNS et HIEC siILK qui adhèrent sur la fibronectine exogène : 1) 
l’inhibition isolée de la MLCK par le ML-7 n’empêche pas le cytosquelette d’actine de ces 
cellules de présenter globalement les mêmes caractéristiques contractiles que celles présentées 
par le cytosquelette d'actine des cellules HIEC siCNS cultivées sans traitement sur une surface 
N.R. (Figures 24G et 24J vs 24A); 2) l’inhibition isolée de ROCK par le Y-27632 n’empêche pas 
la formation de fibres de stress ventrales parallèles, mais altère leur disposition et l’organisation 
générale du cytosquelette d’actine (Figures 24H et 24K); et 3) seule l’inhibition simultanée de la 
MLCK et de ROCK permet de bloquer la formation des fibres de stress d’actine. Toutefois, 
l’inhibition simultanée de ces deux kinases est associée à de fortes perturbations de l’architecture 
de la membrane plasmique périphérique et de la morphologie des cellules des deux populations 
cellulaires expérimentales (Figures 24I et 24L). Ces résultats importants démontrent 
qu’indépendamment de l’expression de l’ILK chez les cellules HIEC, l’adhésion de ces cellules 
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sur un substrat de fibronectine exogène est suffisante pour permettre à la voie 
RhoA/ROCK/pS19MLC et à la voie MLCK/pS19MLC d’induire la formation de fibres de stress 
ventrales. Cependant, seule la voie RhoA/ROCK/pS19MLC permet la formation d’un réseau de 
fibres de stress ventrale parallèles comparable à celui observé chez les cellules HIEC siCNS sur 
une surface N.R. 
 
3.3.2 Le rôle de l’ILK dans la fibrillogénèse de la fibronectine stimule l’élaboration RhoA-
dépendante des fibres de stress ventrales et des FAs matures chez les cellules HIEC 
 
Différentes recherches indiquent que l’ILK et les parvines peuvent interagir directement et 
indirectement avec la paxilline (Boulter and Van Obberghen-Schilling, 2006; Morgan et al., 
2009; Nikolopoulos and Turner, 2001; Nikolopoulos and Turner, 2002; Stiegler et al., 2012). Il a 
de plus été suggéré que ces interactions permettent à la paxilline de transloquer du réticulum 
endoplasmique vers les FAs en formation par les vésicules de transport se déplaçant le long de 
l’axe intégrine-microtubule (Fielding et al., 2008b). Ainsi, afin de déterminer si l'inhibition de 
l’élaboration des FAs matures chez les cellules HIEC siILK cultivées sur une surface N.R. est 
causée par les effets de l’inhibition de l’assemblage de la fibronectine endogène soluble ou par 
l'altération de l'axe intégrine-microtubule, nous avons comparé la distribution de la paxilline en 
immunofluorescence chez des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK cultivées 24 heures sur des 
lamelles de verre prétraitées avec du milieu de culture (surface N.R.) ou avec la fibronectine 
exogène. Ainsi, tel que nous l’avons décrit précédemment pour la vinculine, sur une surface N.R. 
la paxilline est surtout détectée au niveau des FAs matures de type tardif des cellules HIEC 
siCNS (Figure 25A) et des FAs immatures des cellules HIEC siILK (Figure 25C). La paxilline 
est également détectée régulièrement de façon diffuse dans la région centrale du cytoplasme des 
cellules HIEC siILK. Toutefois, lorsque ces dernières cellules adhèrent à un substrat de 
fibronectine exogène, toutes ces altérations de la distribution de la paxilline sont complètement 
secourues malgré l’inhibition de l’expression de l’ILK (Figure 25D vs 25B). De plus, des 
résultats équivalents ont été obtenus grâce à la détection de la vinculine dans les mêmes 
conditions (données non présentées). L’adhésion sur la fibronectine exogène permet donc de 
court-circuiter les fonctions de l’ILK qui sont nécessaires pour le développement des FAs 
 
 
Figure 25 : Le rôle de l’ILK permettant le développement des fibres de stress ventrales peut 
être secouru par l’adhésion des cellules HIEC siILK sur la fibronectine exogène 
 
(A-D) Photos d’immunofluorescence représentatives de la paxilline chez des cellules HIEC 
siCNS et HIEC siILK ensemencées 24 heures au préalable sur des lamelles de verre 
prétraitées avec du milieu (N.R.) ou avec 3 µg/cm
2
 de fibronectine exogène (FN).                 
(E-J) Photos d’épifluorescence représentatives du réseau de microfilaments d’actine (détecté 
avec la phalloïdine-TRITC) chez des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK dans les mêmes 
conditions (N.R. et FN), de même que que lorsque ces cellules sont initialement ensemencées 
sur des lamelles de verre prétraitées avec 10 µg/cm
2
 de collagène I exogène (collagène I). (K 
et L) Agrandissements des zones K et L encadrées en F et montrant le prolongement de 
minces faisceaux d’actine à l’extrémité des fibres de stress ventrales des cellules HIEC siCNS 
(ex. pointés par les flèches bleues). (M et N) Agrandissements des zones M et N encadrées en 
I et montrant les structures atypiques formées de courts faisceaux d’actine chez les cellules 
HIEC siILK (ex. pointés par les flèches rouges). Barres d’échelle : (A-D) en A: 50 µm; (E-J) 

















matures et le recrutement de la paxilline et de la vinculine dans ces structures. Ces expériences 
démontrent que la MEC de fibronectine — et par conséquent le rôle de l’ILK dans la déposition 
de la fibronectine endogène soluble — est importante pour la maturation des FAs chez les ellules 
HIEC sur une surface N.R. Ainsi, l’inhibition de l’expression de l’ILK n’empêche pas le 
développement des FAs mature en altérant la capacité de l’axe intégrine-microtubule à recruter 
les constituants des sites d’adhésion des intégrines.  
 Dans la même optique, nous avons analysé l’organisation du réseau de microfilaments 
d’actine (visualisée en épifluorescence avec la phalloïdine-TRITC) chez les cellules HIEC 
siCNS et les cellules HIEC siILK ensemencées 24 heures au préalable sur des lamelles de verre 
prétraitées avec du milieu de culture (surface N.R.) ou de la fibronectine exogène. Puisque le 
collagène de type I (collagène I) est tout comme la fibronectine un constituant fibrillaire de base 
des MEC (Jensen and Host, 1997) et que cette protéine a déjà été décrite comme supportant 
l’adhésion et les fonctions cellulaires de plusieurs modèles des CEIs (p. ex. Caco-2/15, HT-29, 
IEC-6) (East et al., 1992; Vishnubhotla et al., 2007; Zhang et al., 2003a), nous avons vérifié 
l’organisation du cytosquelette d’actine chez des cellules cultivées dans les mêmes conditions, 
mais sur des lamelles de verre prétraitées avec du collagène I exogène (BD Biosciences). Les 
images indiquent que dans chacune des conditions d’adhésion les cellules HIEC siCNS forment 
plusieurs fibres de stress ventrales parallèles (Figures 25E à 25G) et que l’organisation générale 
des fibres de stress semble relativement plus élaborée chez les cellules qui adhèrent sur la 
fibronectine exogène ou le collagène I exogène (Figures 25F et 25G vs 25E). Cela démontre que 
la MEC endogène et les substrats exogènes de fibronectine et de collagène I peuvent supporter le 
phénotype contractile des cellules HIEC siCNS. Ensuite, comparativement à l’organisation du 
cytosquelette d’actine présentée par les cellules HIEC siILK cultivées sur le collagène I qui se 
rapproche de l’organisation précontractile observée lorsque ces cellules sont cultivées sur une 
surface N.R. (Figure 25J vs 25H), les cellules HIEC siILK sur la fibronectine exogène présentent 
une organisation de l’actine-F globalement comparable de l’organisation contractile observée 
chez les cellules HIEC siCNS servant de contrôle (Figure 25I vs 25F). D’autre part, des 
expériences analogues ont permis de déterminer que contrairement au substrat de fibronectine 
exogène adsorbée, la fibronectine exogène ajoutée dans le milieu des cellules HIEC siILK 
précultivées 24 heures sur le plastique N.R. des pétris ne permet pas de rétablir le phénotype 
contractile de ces cellules (images non présentées). Considérant que dans ces conditions 
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l’adsorption de la fibronectine exogène ajoutée au milieu de ces cellules est en principe 
empêchée par l’occupation préalable des sites chargés de la surface des pétris par les protéines 
du milieu (4 % sérum) (Grinnell and Feld, 1982), cela suggère que les caractéristiques de la 
fibronectine exogène adsorbées seraient importantes dans le rétablissement de l’organisation 
contractile du cytosquelette d’actine en condition d’inhibition de l’expression de l’ILK. 
 D’autre part, contrairement aux cellules HIEC siCNS sur la fibronectine exogène qui 
présentent de minces faisceaux d’actine-F prolongeant les fibres de stress ventrales (Figures 25K 
et 25L) et qui sont possiblement impliqués dans la formation des filopodes, les cellules HIEC 
siILK dans la même condition d’adhésion présentent souvent en de courts faisceaux d’actine-F 
orientés de façon perpendiculaire aux fibres de stress sous-membranaires en périphérie de l’aire 
d’étalement (Figures 25M et 25N). L’observation de ce type de structures atypiques en condition 
d’inhibition de l’expression de l’ILK suggère l’ILK et le complexe PIP participent à la régulation 
de l’organisation de l’actine-F périphérique chez les cellules HIEC qui adhèrent sur la 
fibronectine. Ce rôle pourrait par exemple empêcher la formation des protrusions membranaires 
périphériques anormales. 
 L’architecture du cytosquelette d’actine est principalement gouvernée par l’activité des 
Rho GTPases et plusieurs recherches indiquent que les membres du complexe PIP contribuent 
par leurs interactions à réguler l’activité des Rho GTPases (Boulter and Van Obberghen-
Schilling, 2006; Gonzalez-Nieves et al., 2013; Schotman et al., 2009; Wickstrom et al., 2010b). 
Nous avons donc comparé l’activité de RhoA, de Rac1 et de Cdc42 chez les cellules HIEC 
siCNS et HIEC siILK adhérées sur la surface des pétris (N.R.) ou sur un substrat de fibronectine 
exogène. L’activité de ces Rho GTPases était évaluée en déterminant par immunobuvardage la 
proportion de RhoA, de Rac1 et de Cdc42 membranaire détectée dans les fractions membranaires 
isolées de lysats des cellules HIEC siCNS et siILK (Benoit et al., 2009; Zargham et al., 2007). 
En premier lieu, nos analyses révèlent que les cellules HIEC siCNS et les cellules HIEC siILK 
montrent des proportions de Rac1 et de Cdc42 membranaires statistiquement équivalentes 
lorsque les conditions d’adhésion sont les mêmes (Figure 26A et 26B; N.R.: siCNS vs siILK et 
FN : siCNS vs siILK). Ces résultats indiquent qu’indépendamment du substrat d’adhésion, 
l’expression de l’ILK n’est pas un facteur déterminant dans la régulation de l’activité de Rac1 et 
de Cdc42 chez les cellules HIEC. Néanmoins, il est à préciser que les proportions de Rac1 et de 
Cdc42 membranaires ont tendance à être plus élevées lorsque ces cellules adhèrent sur la 
 
 
Figure 26 : L’adhésion des cellules HIEC sur la fibronectine exogène soutient l’activation de 
la voie RhoA/ROCK/
pS19
MLC indépendamment de l’expression de l’ILK 
 
(A-C) Histogrammes des quantités relatives de (A) Rac1, (B) Cdc42 et (C) RhoA dans les 
fractions membranaires cellulaires isolées de cellules HIEC siCNS et HIEC siILK 
ensemencées 48 heures au préalable directement à la surface des pétris (N.R.) ou sur 3 µg/cm
2
 
de fibronectine exogène adsorbée (FN). Pour chaque condition les résultats représentent le 
rapport des valeurs obtenues par l’analyse densitométique des immunobuvardages de chacune 
de ces trois Rho GTPases au sein de fractions membranaires extraites des lysats cellulaires sur 
les valeurs respectives de leur détection dans les extraits protéiques totaux de ces lysats. Les 
quantités de la sous-unité β1 des intégrines détectées dans les extraits protéiques totaux ont 
été utilisées comme contrôle protéique. Les résultats sont exprimés en pourcentage du 
contrôle (N.R., siCNS) ± l’erreur standard et pour chaque condition l’analyse statistique 
correspond à un test t contre un échantillon hypothétique (représentant le contrôle) dont la 
valeur moyenne est de 100 (n  3; * = p  0.05, n.s.= p non significatif). (D) Histogramme des 
quantités relatives de 
pS19
MLC détectées par immunobuvardage chez les cellules HIEC siCNS 
et HIEC siILK ensemencées 48 heures au préalable directement à la surface des pétris (N.R.) 
ou sur la fibronectine exogène (FN). Les valeurs obtenues de l’analyse densitométique des 
niveaux de 
pS19
MLC ont été normalisées en fonction des niveaux totaux de MLC détectés 
dans les mêmes échantillons. Les résultats sont exprimés en pourcentage du contrôle (N.R., 
siCNS) ± l’erreur standard et l’analyse statistique correspond à un test t contre un échantillon 
hypothétique (représentant le contrôle) dont la valeur moyenne est de 100 (n  3; * = p  0.05, 













fibronectine. D’ailleurs, les cellules HIEC siILK sur la fibronectine exogène montrent des 
quantités de Cdc42 membranaires statistiquement supérieures de celles des cellules HIEC siCNS 
sur une surface N.R (Figure 26B, FN/siILK vs N.R./siCNS). Par conséquent, cela propose que 
l'ILK et/ou le complexe PIP soient impliqués dans l’inhibition de l’activité de Cdc42 chez les 
cellules HIEC adhérées sur la fibronectine. 
 Nos analyses indiquent également que les cellules HIEC siILK sur une surface N.R. 
présentent une diminution substantielle de la proportion de RhoA membranaire comparativement 
aux cellules HIEC siCNS (Figure 26C, N.R./siILK vs N.R./siCNS). Cependant, l’adhésion des 
cellules HIEC siILK sur la fibronectine exogène permet de rétablir chez ces dernières la 
proportion de RhoA membranaire au niveau détecté chez les cellules HIEC siCNS (Figure 26C, 
FN/siILK vs FN/siCNS et N.R./siCNS). Il est à noter que la MEC de fibronectine endogène et le 
substrat de fibronectine exogène stimulent les niveaux de RhoA membranaire de façon 
équivalente chez les cellules HIEC siCNS (Figure 26C, FN/siCNS vs N.R./siCNS). Dans 
l'ensemble, ces résultats indiquent qu’indépendamment de l’expression de l’ILK chez les cellules 
HIEC, l’activité de RhoA est stimulée de façon efficace lorsque ces cellules adhèrent sur la 
fibronectine. Nos données tendent ainsi à démontrer que la contribution principale de l’ILK dans 
l’activation optimale de RhoA chez les cellules HIEC est indirecte et découle du rôle de cette 
protéine dans le processus de déposition/assemblage de la fibronectine.  
 Plusieurs travaux de recherches rapportent que l’ILK régule la contractilité cellulaire par 
des fonctions intracellulaires permettant de contrôler directement ou indirectement les niveaux 
de pS19MLC (Barker et al., 2005; Deng et al., 2002; Huang et al., 2006; Khyrul et al., 2004; Kiss 
et al., 2002; Kogata et al., 2009; Maier et al., 2008; Muranyi et al., 2002; Pereira et al., 2009). 
Considérant ces informations nous avons analysé l’implication de l’ILK, de la fibronectine et de 
la voie RhoA/ROCK sur la phosphorylation la sérine 19 de la MLC en comparant les niveaux de 
pS19MLC aux niveaux totaux de MLC détectés par immunobuvardage chez des cellules HIEC 
siCNS et HIEC siILK cultivées sur le plastique des pétris (N.R.) ou sur la fibronectine exogène. 
D’abord, ces expériences indiquent que l’inhibition de l’expression de l’ILK et l’adhésion des 
cellules sur la fibronectine n’affectent pas les niveaux totaux de la protéine MLC (données non 
présentées). Puis, les valeurs obtenues pour les ratios pS19MLC/MLC calculés à partir des 
données de l’analyse densitométrique des immunobuvardages révèlent que les niveaux de 
pS19MLC détectés chez les cellules HIEC siCNS et HIEC siILK suivent globalement les niveaux 
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de RhoA membranaire respectifs dans les mêmes conditions d’adhésion (Figure 26D vs 26C). 
Ces résultats démontrent donc qu’indépendamment de l’expression de l’ILK chez les cellules 
HIEC, les effets stimulants de l’adhésion sur la fibronectine sur l’activité de la voie 
RhoA/ROCK se transposent en phosphorylation de la sérine 19 de la MLC. Puisque ces 
dernières données appuient nos données précédentes, cela suggère d’autant plus que l'implication 
de l’ILK dans la stimulation de la voie RhoA/ROCK/pS19MLC précède les événements de type 
outside-in contrôlant l’activité de RhoA. La contribution de l’ILK dans l’activation de cette voie 
émane donc selon toute vraisemblance de son implication pour le processus de 
déposition/assemblage de la fibronectine. Ces résultats s’accordent donc avec ceux de Groulx et 
coll. (2011) rapportant que l’adhésion sur la fibronectine active la voie RhoA/ROCK/pS19MLC 
des cellules HIEC (Groulx et al., 2011). 
Les mécanismes de mécanosensation associés aux sites d’adhésion cellulaires modulent 
en permanence l’activité mécanodépendante de RhoA afin que les forces de tensions 
développées le long de l’axe MEC-intégrine-actine soient en équilibre avec la capacité des 
structures et des interfaces de cet axe à supporter cette tension (Gardel et al., 2010; Moore et al., 
2010). Or, les propriétés biomécaniques de la MEC (rigidité vs élasticité) sont dictées en bonne 
partie par le réseau de fibronectine fibrillaire de la MEC (Hocking et al., 2000; Schwartz, 2010). 
Considérant ces informations, nous avons évalué la capacité des cellules HIEC siILK à 
assembler le substrat de fibronectine exogène en matrice de fibronectine fibrillaire. Pour ce faire, 
nous avons comparé par immunobuvardage les quantités de fibronectines fibrillaires insolubles 
au désoxycholate (DOC) assemblées par les cellules HIEC siCNS et HIEC siILK cultivées 
pendant 48 heures sur le plastique N.R. des pétris ou sur un substrat de fibronectine exogène. 
D’abord, conformément à la diminution de la fibronectine que nous avons précédemment détecte 
dans la MEC des cellules HIEC siILK, ces expériences révèlent une réduction importante des 
quantités de fibronectines insolubles au DOC chez les cellules HIEC siILK sur une surface N.R. 
comparativement aux cellules HIEC siCNS servant de contrôle (Figures 27A et 27B, N.R./siILK 
vs N.R./siCNS). Puis, de façon remarquable des niveaux statistiquement équivalents de 
fibronectine insoluble au DOC sont détectés chez les cellules HIEC siCNS et HIEC siILK 
adhérées au substrat de fibronectine exogène (Figures 27A et 27B, FN/siCNS vs FN/siILK) et 
chez les cellules HIEC siCNS sur une surface N.R. (Figures 27A et 27B, FN/siCNS et FN/siILK 
vs N.R./siCNS). Ces résultats démontrent que les cellules HIEC qui adhèrent au substrat de 
 
 
Figure 27 : L’adhésion sur la fibronectine exogène induit la fibrillogénèse de la fibronectine 
indépendamment de l’expression de l’ILK chez les cellules HIEC  
 
(A) Immunobuvardages représentatifs de la fibronectine insoluble au détergent désoxycholate 
(DOC) assemblée par les cellules HIEC siCNS et HIEC siILK 48 heures après qu’elles aient 
été ensemencées directement sur la surface non recouverte des pétris (N.R.) ou sur 3 µg/cm
2
 
de fibronectine exogène adsorbée (FN). Le substrat de fibronectine exogène adsorbée sans 
cellule en culture ne permet pas d’isoler de fibronectine fibrillaire insoluble au DOC (non 
présentées). (B) Histogramme des quantités relatives de la fibronectine insoluble au DOC 
assemblé par les cellules HIEC siCNS et HIEC siILK dans les mêmes conditions. Les 
résultats sont exprimés en pourcentage du contrôle (siCNS) ± l’erreur standard et ont été 
calculés à partir de l’analyse densitométrique des immunobuvardages de la fibronectine 
insoluble au DOC. Pour chaque gène l’analyse statistique correspond à un test t contre un 
échantillon hypothétique (représentant le contrôle) dont la valeur moyenne est de 100 (n  3; 

























fibronectine exogène assemblent efficacement une MEC de fibronectine fibrillaire, et ce, 
indépendamment de l’expression de l’ILK. 
 Nonobstant ces derniers résultats, le recrutement du complexe PIP au niveau des sites 
d’adhésion en formation est habituellement considéré dans la littérature comme une étape 
cruciale dans la stabilisation mécanique du lien physique formant l’interface entre le domaine 
cytoplasmique des intégrines et le réseau d’actine (Ghatak et al., 2013; Wickstrom et al., 2010b). 
Tenant compte de ces informations, nous avons comparé la capacité mécanique des constituants 
de l’axe MEC-intégrine-actine des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK à soutenir une 
augmentation brusque de la contractilité cellulaire RhoA-dépendante par des essais de 
stimulation au sérum. Plusieurs composants du sérum — principalement l’acide 
lysophosphatidique et la thrombine — ont la capacité d’induire une activation forte et rapide de 
RhoA et de la contractilité cellulaire via d’autres types de récepteurs membranaires que les 
intégrines (p. ex. certains RCPGs) (Aittaleb et al., 2010; Essler et al., 1998; Ren et al., 1999). 
Pour ces expériences, les cellules étaient d’abord cultivées pendant 24 heures sur le plastique 
N.R. des pétris ou sur la fibronectine exogène en présence de milieu de culture normal (4 % 
FBS), puis sevrées pour les 24 heures suivantes dans un milieu sans sérum. La contractilité de 
l’axe intégrine-actine des cellules sevrées était ensuite stimulée par le remplacement du milieu de 
sevrage par un milieu riche en sérum (10 % FBS). La morphologie et les caractéristiques de 
l’adhésion et de l’étalement des cellules étaient analysées en microscopie par contraste de phase 
avant et après les essais de stimulation au sérum.  
Les images de microscopie des cellules sevrées cultivées sur une surface N.R. et prises 
immédiatement avant le traitement avec le sérum révèlent que dans ces conditions la 
morphologie des cellules HIEC siILK se rapproche de celles des cellules HIEC siCNS, bien que 
généralement ces dernières demeurent visuellement mieux étalées que les cellules HIEC siILK 
(Figure 28A vs 28B). Le compte des cellules attachées, mais qui ne sont pas étalées indique que 
les HIEC siCNS et HIEC siILK sevrées présentent des pourcentages de cellules non étalées 
équivalents et relativement bas encondition de sevrage (4.0 % ± 1.1 de cellules HIEC siCNS non 
étalées à 0 min (avant le traitement) vs 3.8 % ± 0.6 de cellules HIEC siILK non étalées à 0 min, n 
 3).  
 
 
Figure 28 : Le rôle de l'ILK dans l'assemblage de la matrice de fibronectine fibrillaire 
stabilise l’interface cellule/MEC et permet l’étalement des cellules HIEC 
 
Essais de stimulation de la contractilité cellulaire par le sérum. Pour ces expériences les 
cellules étaient cultivées sur la surface non recouverte des pétris (N.R.) ou sur la surface 
recouverte de fibronectine exogène (FN) ou de collagène I exogène (coll.1) des pétris, puis 
sevrées 24 heures avec du milieu sans sérum et finalement utilisées pour des essais de 
stimulation par le sérum. Le traitement des cellules sevrées avec le sérum permet de stimuler 
la contractilité cellulaire RhoA-dépendante. (A-J) Photos de microscopie par contraste de 
phase représentatives des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK sevrées pendant 24 heures 
avant (en A et B; T = 0) ou 30 minutes après (de C à J)  l’ajout de milieu contenant 10 % de 
sérum FBS (10 % sérum). (E et F) Afin de confirmer l’implication de la voie RhoA/ROCK 
dans les effets du sérum sur la contractilité cellulaire, des essais ont également été effectués 
en présence de 20 µM de Y-27632 (Sigma-Aldrich) afin d’inhiber l'activité de ROCK. 
L’Histogramme sous les photos de microscopie présente le pourcentage de cellules non 
étalées pour chacune des conditions des essais de stimulation par le sérum. Chaque analyse 
statistique correspond à un test t avec échantillons pairés (n  3; n.s. = p non significatif, *** 

















Figure 28 : Le rôle de l'ILK dans l'assemblage de la matrice de fibronectine fibrillaire 
stabilise l’interface cellule/MEC et permet l’étalement des cellules HIEC (suite) 
 
(K) Histogramme des quantités relatives de la fibronectine insoluble au DOC assemblé par les 
cellules HIEC siCNS et HIEC siILK ensemencées 48 heures au préalable directement à la 
surface des pétris (N.R.) ou sur du collagène I exogène adsorbé (collagène I). Les résultats 
sont exprimés en pourcentage du contrôle (N.R., siCNS) ± l’erreur standard et ont été calculés 
à partir des données obtenues de l’analyse densitométrique des immunobuvardages de la 
fibronectine insoluble au DOC. Pour chaque gène l’analyse statistique correspond à un test t 
contre un échantillon hypothétique (représentant le contrôle) dont la valeur moyenne est de 
100 (n  3; * = p  0.05, n.s.= p non significatif). (L) Photos de microscopie par contraste de 
phase des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK sur une surface N.R. lors d’essais de 
stimulation au sérum. Lors de ces expériences, des images ont été prises en 
chronophotographie (time lapse photography) toutes les 15 secondes pendant 60 minutes. Les 
images présentées ont été prises immédiatement avant (-15 s; cellules sevrées) et jusqu’à 55 
minutes après (45 s, 90 s, 5 min, 30 min et 55 min) l’ajout du milieu contenant 10 % de 
sérum. Les images montrent clairement le collapse rapide de la membrane plasmique 
périphérique des cellules HIEC siILK suivant leur stimulation dans ces conditions (45 s, 90 s 
et 5 min) et révèlent que ces cellules entreprennent progressivement de se ré-étaler par la suite 
(30 min et 55 min). Barres d’échelle : (A-J) en A : 50µm; (K) sur l’image siCNS de –15 s : 




Les images prisent 30 minutes après l’ajout du milieu riche en sérum révèlent que dans ces 
conditions plusieurs des cellules HIEC siCNS présentent une rétraction partielle de leur 
membrane plasmique entre les sites soutenant l’adhésion cellule-MEC périphérique (Figure 28C, 
siCNS). Malgré ce phénomène, la plupart de ces cellules demeurent étalées ou partiellement 
étalées (6.6 % ± 1.3 de cellules HIEC siCNS non étalées à 30 min, n  3). En contrepartie, nous 
observons que plus de la moitié de la population de cellules HIEC siILK soumises aux essais de 
stimulation au sérum subit un collapse intégral de leur membrane plasmique périphérique (Figure 
28D; 57.4 % ± 2.3 de cellules HIEC siILK non étalées à 30 min, n  3). Mentionnons que des 
observations faites jusqu’à 300 minutes après l’ajout du sérum ont montré que les cellules HIEC 
siILK subissant ce phénomène demeurent attachées au support et se ré-étalent progressivement 
par la suite (images non présentées). Ces données suggèrent fortement qu’en condition 
d’inhibition de l’expression de l’ILK les propriétés mécaniques de l’axe MEC-intégrine-actine 
ne sont pas en mesure de soutenir l’adhésion et l’étalement cellulaire suite à la stimulation des 
forces de tension contractile avec le sérum.  
 Afin de confirmer l’implication de la voie RhoA/ROCK comme voie médiatrice des 
effets du sérum sur la morphologie et l’étalement des cellules sevrées, les essais de stimulation 
au sérum ont également été effectués chez des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK ensemencées 
sur une surface N.R. et préalablement traitées avec 20 µM de l’inhibiteur Y-27632 afin d'inhiber 
ROCK. Comme prévu, dans ces conditions le phénomène de rétraction partielle de la membrane 
périphérique des cellules HIEC siCNS n’est pas observé (Figure 28E vs 28C) et le pourcentage 
de cellules non étalées demeure du même ordre que ceux observés chez les cellules HIEC siCNS 
sevrées (3.4 % ± 1.0 de cellules HIEC siCNS non étalées à 30 min en présence de Y-27632, n  
3). De plus, le collapse de la membrane plasmique périphérique et le désétalement des cellules 
HIEC siILK est empêché par l’inhibition de ROCK (5.0 % ± 1.2 de cellules HIEC siILK non 
étalées à 30 min en présence de Y-27632, n  3). En effet, dans ces conditions la morphologie 
des cellules HIEC siILK et des cellules HIEC siCNS demeure globalement analogue (Figure 28F 
vs 28E). Dans cette optique, soulignons que des résultats comparables ont été obtenus lorsque les 
essais de stimulation au sérum étaient effectués avec des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK 
prétraitées avec 5 ng/ml de la toxine B du Clostridium difficile (données non présentées), une 
cytotoxine agissant comme un inhibiteur multipotent des Rho GTPases (Voth and Ballard, 2005). 
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Considérant l’efficacité précédemment démontrée de l’inhibiteur Y-27632 à bloquer 
l’organisation contractile de l’axe intégrine-actine des cellules HIEC et à inhiber la 
phosphorylation de la S19MLC par ROCK – et donc l’activité de la voie RhoA/ROCK – chez les 
cellules HIEC (Benoit et al., 2009; Groulx et al., 2011), les effets des traitements avec cet 
inhibiteur et la toxine B confirment que le collapse des cellules HIEC siILK soumises à une 
stimulation avec le sérum est provoqué par une augmentation soudaine de la tension contractile 
RhoA-dépendante au sein de l’axe MEC-intégrine-actine.  
Les effets de la stimulation par le sérum sur la morphologie et l’étalement des cellules 
HIEC siCNS ensemencées sur la fibronectine exogène sont similaires à ceux observés lorsque 
ces cellules sont initialement ensemencées sur le plastique N.R. des pétris (Figure 28G vs 28C; 
sur la FN exogène : 1.2 % ± 0.4 de cellules HIEC siCNS non étalées à 0 min vs 1.8 % ± 0.6 à 30 
minutes, n  3). Remarquablement, le phénomène de collapse de la membrane plasmique des 
cellules HIEC siILK traitées avec le sérum est presque entièrement bloqué sur la fibronectine 
exogène (Figure 28H). Dans cette condition, les cellules HIEC siILK et les cellules HIEC siCNS 
traitées présentent le même type de morphologie et de rétraction partielle de la membrane 
plasmique entre les sites d’adhésion cellule-MEC périphérique (Figure 28H vs 28G). Nos 
analyses confirment également que le pourcentage de cellules HIEC siILK traitées non étalées 
demeure bas, et ce, malgré une légère augmentation relativement aux cellules HIEC siILK 
sevrées non traitées (sur la FN exogène : 1.8 % ± 0.2 de cellules HIEC siILK non étalées à 0 min 
vs 3.5 % ± 1.7 à 30 minutes, n  3). Considérant que : 1) nous avons précédemment établi que 
les cellules HIEC siILK ensemencées sur la fibronectine exogène assemblent des quantités 
normales de fibronectines fibrillaires, 2) que la voie RhoA/ROCK/pS19MLC des cellules HIEC 
siILK est secourue lorsque ces mêmes cellules adhèrent sur la fibronectine exogène, 3) que le 
potentiel d’activation de la contractilité cellulaire par le sérum semble intact chez les cellules 
HIEC siILK et 4) que la contractilité cellulaire induite par le sérum est inhibée par l’inhibiteur 
spécifique de ROCK Y-27632. Ces derniers résultats indiquent que l’adhésion des cellules HIEC 
siILK sur une MEC constituée de fibronectine fibrillaire est suffisante afin que les propriétés 
biomécaniques de l’axe MEC-intégrine-actine de ces cellules soutiennent l’étalement suite à 
l’activation brusque des forces de tension contractile RhoA/ROCK-dépendantes par le sérum. 
Par le fait même, cela démontre que l’expression de l’ILK et du complexe PIP n’est pas 
essentielle pour la stabilisation mécanique de l’interface intégrine/actine des cellules HIEC. Il 
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semble donc ce soit plutôt l’interface MEC/intégrine des cellules HIEC siILK sur une surface 
N.R. qui soit déstabilisée par l’inhibition de l’expression de l’ILK.  
 Afin de vérifier la spécificité des effets de la fibronectine sur l’adhésion et l’étalement des 
cellules HIEC siILK stimulées par le sérum, nous avons reproduit les mêmes essais avec des 
cellules HIEC siCNS et HIEC siILK initialement ensemencées sur le collagène I exogène. 
Étonnamment, alors que nous avons précédemment établi que l’adhésion sur les lamelles de 
verre traitées avec le collagène I est incapable de supporter le développement des fibres de stress 
ventrales en condition d’inhibition de l’expression de l’ILK (voir la figure 25J), le substrat de 
collagène I adsorbé sur le plastique des pétris empêche également le collapse intégral de la 
membrane plasmique chez la majorité des cellules HIEC siILK traitées (Figure 28J). De plus, 
dans cette condition les cellules HIEC siILK présentent des caractéristiques de l’étalement 
similaire aux cellules HIEC siCNS (Figure 28J vs 28I). Nos analyses statistiques confirment que 
sur le collagène I le pourcentage de cellules HIEC siILK non étalées est du même ordre que celui 
des cellules HIEC siCNS, et ce, que ce soit avant (sur le collagène I à 0 min : 1.8 ± 0.4 de 
cellules HIEC siCNS non étalées vs 1.8 ± 0.7 de cellules HIEC siILK non étalées, n  3) ou 
30 min après le traitement (sur le collagène I à 30 min : 6.6 % ± 5.1 de cellules HIEC siCNS non 
étalées vs 8.9 % ± 4.7 de cellules HIEC siILK non étalées, n  3). La divergence des effets du 
collagène I sur le verre et sur le plastique des pétris peut s’expliquer par l’influence différente de 
ces deux supports matériels sur les propriétés du substrat de collagène I (Macklis et al., 1985). 
Néanmoins, sachant que le processus d’assemblage du collagène dans la MEC s’exécute en 
coopération avec celui de la fibronectine fibrillaire (Erat et al., 2009; Kadler et al., 2008; Sottile 
et al., 2007), nous avons vérifié si les effets du collagène I chez les cellules HIEC siILK sont 
associés avec un rétablissement du processus de fibrillogénèse de la fibronectine endogène en 
condition d’inhibition de l’expression de l’ILK. Pour ce faire, nous avons comparé les quantités 
de fibronectines fibrillaires insolubles au désoxycholate (DOC) chez les cellules HIEC siCNS et 
HIEC siILK récoltées 24 heures après qu’elles eurent été ensemencées directement sur la surface 
N.R. de plastique des pétris ou encore sur un substrat de collagène I exogène. Les données 
provenant de l’analyse densitométrique des immunobuvardages révèlent que l’adhésion sur le 
collagène I stimule l’assemblage de la fibronectine fibrillaire chez les cellules HIEC siCNS 
(Figure 28K, coll. I/siCNS vs N.R./siCNS). Or, bien que les quantités de fibronectines insolubles 
au DOC chez les cellules HIEC siILK adhérées sur le collagène I exogène demeurent plus faibles 
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que chez les cellules HIEC siCNS également sur le collagène I (Figure 28K, coll. I/siCNS vs 
N.R./siCNS), elles se comparent aux quantités de fibronectines fibrillaires des cellules HIEC 
siCNS sur une surface N.R. (Figure 28K, coll. I/siCNS vs N.R./siCNS). Les effets du collagène I 
permettant de soutenir l’étalement des cellules HIEC siILK lors des essais de stimulation au 
sérum sont donc plausiblement médiés par la capacité de ce substrat à réhabiliter la fibrillogénèse 
de la fibronectine endogène soluble en condition d’inhibition de l’expression de l’ILK. Ainsi, 
cela indique que l’adhésion des cellules HIEC sur le collagène I permet d’outrepasser le rôle 
normalement essentiel de l’ILK dans la fibrillogénèse de la fibronectine endogène soluble chez 
ce modèle cellulaire.  
Finalement, afin de mieux documenter la dynamique du collapse de la membrane 
plasmique périphérique en condition d’inhibition de l’expression de l’ILK, une série d’analyses 
complémentaires a été produite en chronophotographie (time lapse photography) dans des 
conditions équivalentes chez les cellules HIEC siCNS et HIEC siILK sur une surface N.R. Les 
images prises en microscopie à intervalle de 15 secondes révèlent que le collapse de la 
membrane plasmique périphérique des cellules HIEC siILK débute généralement de façon 
brusque entre la 45e seconde et la 90e seconde de stimulation et (Figure 28L, siILK : 45 s et 
90 s). Il est à noter que l’intervalle de 45 à 90 secondes concorde avec ce qui est rapporté dans la 
littérature concernant la période où l’activité de RhoA augmente promptement lorsque d’autres 
types de cellules sevrées sont stimulées avec du sérum ou de l’acide lysophosphatidique 
(Peterson et al., 2004; Ren et al., 1999; Zhang et al., 1994). D’autre part, les images prises en 
chronophotographie confirment qu’après la rétraction brusque de la membrane plasmique 
périphérique des cellules HIEC siILK, ces dernières demeurent néanmoins attachées au pétri par 
leur région centrale (Figure 28L, siILK : 90 s vs 30 min). Par comparaison, comme nous l’avons 
déjà montré, la majorité des cellules HIEC siCNS demeurent étalées ou partiellement étalées 
suivant l’ajout du milieu riche en sérum (Figure 28L, siCNS). Nos observations en 
chronophotographie ont également révélé que lors des premières minutes suivant leur 
stimulation, les cellules HIEC siILK rétractées entrent rapidement dans un processus de blebbing 
intensif induisant des cycles de protrusions et de rétractions de leur membrane plasmique 
(seulement visible en chronophotographie) et qu’ensuite ces mêmes cellules entreprennent 
progressivement de se ré-étaler (Figure 28L, siILK : 5 min vs 30 min et 55 min). Dans ce cas, 
bien qu’un phénomène de blebbing membranaire RhoA/caspase-dépendant ait été précédemment 
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associé avec le processus d’apoptose (Coleman et al., 2001), le fait que le blebbing observé chez 
les cellules HIEC siILK soit transitoire et suivi par un processus de ré-étalement, exclu que le 
traitement avec le sérum induisent l’apoptose chez ces cellules et dans ces conditions. 
Considérant de plus que le blebbing membranaire est également associé aux étapes précoces du 
processus d’étalement symétrique de type isotropique (Dubin-Thaler et al., 2008), cela appuie 
par le fait même que l’expression de l’ILK est facultative pour l’exécution de la phase 
isotropique de l’étalement des cellules HIEC.  
 En résumé, les données présentées dans cette section supportent dans l’ensemble que les 
fonctions de l’ILK dans la maturation des structures de l’axe intégrine-actine des cellules HIEC 
soient indirectes et qu’elles dépendent principalement du rôle spécifique de l’ILK et du 
complexe PIP dans la fibrillogénèse de la fibronectine endogène soluble. Puis, par les effets 
stimulants de la matrice de fibronectine fibrillaire sur l’activation mécanodépendante de la voie 
RhoA/ROCK/pS19MLC permettant d’induire l’organisation contractile de l’axe intégrine-actine.  
 
3.3.3 Exploration des voies de signalisation impliquées dans le développement des fibres de 
stress ventrales et du phénotype contractile chez les cellules HIEC  
 
L’ILK est considérée comme un élément important de la transduction ou de l’intégration des 
voies de signalisation de type outside-in impliquées dans la régulation des fonctions cellulaires 
(Legate et al., 2006; McDonald et al., 2008). Toutefois, nos résultats suggèrent plutôt que la 
participation de l’ILK dans la régulation de l’organisation de l’axe intégrine-actine des CEIs 
indifférenciées est principalement indirecte et médiée par son rôle dans la fibrillogénèse de la 
fibronectine. Dans ce contexte, il est intéressant et pertinent de présenter certains résultats 
préliminaires que nous avons obtenus d’expériences au cours desquelles nous avons inhibé 
pharmacologiquement l’activité des kinases Src, p38, MEK et PI3-K chez les cellules HIEC 
siCNS et siILK. En effet, d’une part ces kinases sont associées à des voies de signalisation 
permettant de réguler (en amont) et/ou de médier (en aval) les fonctions des Rho GTPases et de 
plusieurs constituants des FAs (Huveneers and Danen, 2009; Parsons et al., 2010; Schwartz, 
2004). De plus, des recherches sur le contrôle de la survie cellulaire et de l’anoïkose 
principalement effectuées dans le laboratoire du Pr Vachon ont clairement démontré le rôle des 
intégrines dans la régulation de ces kinases chez les CEIs (Beausejour et al., 2012; Benoit et al., 
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2010; Vachon, 2011). En bref, ces expériences visaient à explorer le rôle de ces kinases dans les 
voies de signalisation impliquées dans le développement du phénotype cellulaire contractile des 
cellules HIEC, de même que le ou les rôles de l’ILK et de la fibronectine dans la régulation de 
ces voies.  
Nous avons d’abord comparé les effets de l’inhibition des kinases MEK par 20 M de 
PD98059, p38 par 20 M de SB203580, PI3-K par 30 M de LY294002 et des kinases de la 
famille Src (SFK; p. ex. Src, Fyn, Yes, Syk) par 20 µM de PP2 pendant 18 heures sur le 
cytosquelette d’actine de cellules HIEC siCNS et HIEC siILK ensemencées 4 heures au 
préalable sur des lamelles de verre prétraitées avec du milieu de culture. De plus, puisque 
l’inhibition des kinases p38 par le SB203580 peut avoir des effets stimulants sur les kinases 
Erk1/Erk2 (Harnois et al., 2004), nous avons également inhibé l'activité des MAPK MEK et p38 
simultanément. L’efficacité de chacun de ces inhibiteurs pharmacologiques chez les cellules 
HIEC a préalablement été démontrée en absence de sérum (Bouchard et al., 2008; Harnois et al., 
2004). Premièrement, comparativement aux cellules non traitées servant de contrôle (Figure 
29A), l’élaboration de réseaux bien développés de fibres de stress parallèles dans la région 
centrale des cellules HIEC siCNS est stimulée lors l’inhibition des kinases MEK (Figure 29C) et 
des kinases p38 (Figure 29E), ainsi que lors de l’inhibition combinée de ces deux familles de 
MAPK (Figure 29G). Il semble donc que les kinases MEK et p38 contribuent à inhiber le 
développement des fibres de stress ventrales lors du processus d’étalement des cellules HIEC. 
Puis, alors que l’inhibition des kinases PI3-K chez les cellules HIEC siCNS altère les 
caractéristiques et l’organisation des fibres de stress (Figure 29I vs 29A), l’inhibition de Src et 
des SFK avec l’inhibiteur PP2 chez ces mêmes cellules bloque complètement l'élaboration des 
fibres de stress ventrales (Figure 29K vs 29A). Les cellules dans cette condition présentant plutôt 
généralement des accumulations arrondies d’actines corticales. Ces résultats indiquent d’une part 
que chez les cellules HIEC les fonctions des PI3-K sont impliquées pour l'intégrité des 
caractéristiques du réseau de fibres de stress, mais ne sont pas requises dans le développement 
des structures de type fibres de stress en général. De plus, en accord avec la littérature (Salsmann 
et al., 2006), ils confirment le rôle central que joue Src et/ou d’autres membres des SFK en 
amont des événements régulant la signalisation procontractile impliquée dans le développement 
des fibres de stress ventrales chez ce modèle cellulaire.    
 
 
Figure 29 : L’organisation contractile du cytosquelette d’actine des cellules HIEC dépend de 
l’expression de l’ILK et de l'activité des SFK et est régulée par les kinases PI3-K, 
MEK et p38 
 
(A-L) Photos d’épifluorescence de l’organisation du réseau d’actine (visualisée en 
microscopie avec la phalloïdine-TRITC) chez des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK 
cultivées pendant 4 heures sur des lamelles de verre prétraitées avec du milieu de culture, puis 
cultivées pendant les 18 heures suivantes soit sans traitement ou soit en présence, de 20 M 
de PD98059 dans le but d’inhiber les kinases MEK, de 20 M de SB203580 afin d’inhiber les 
kinases p38, de la combinaison de 20 µM de PD98059 et de 20 M de SB203580, puis de 30 
M de LY294002 afin d’inhiber les kinases PI3-K ou finalement de 20µM de PP2 pour 
inhiber les SFK. (C, E et G) Les flèches rouges pointent des exemples de réseaux biens 
développés de fibres de stress ventrales parallèles chez les cellules HIEC siCNS lors de 
l’inhibition isolée des kinases MEK (en C) et p38 (en E), ainsi que lors de l'inhibition 
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 D’autre part, l’inhibition isolée ou combinée des MAPK MEK et p38 induit de légères 
modifications de l’organisation du cytosquelette d’actine chez les cellules HIEC siILK (Figures 
29D, 29F et 29H) comparativement aux cellules HIEC siILK non traitées (Figure 29B). 
Toutefois, les effets stimulants de l’inhibition de ces kinases sur la formation des fibres de stress 
sont de façon générale beaucoup moins marqués que chez les cellules HIEC siCNS traitées avec 
les mêmes inhibiteurs et ne permettent pas de rétablir la morphologie polarisée de type 
fibroblastique chez les cellules HIEC siILK. Ces résultats indiquent que l’expression de l’ILK est 
facultative afin que les kinases MEK et p38 puissent moduler l’organisation du cytosquelette 
d’actine chez les cellules HIEC, mais que cette expression est requise afin que l’inhibition de ces 
kinases produise leur effet procontractile. Ensuite, l’inhibition des PI3-K chez les cellules HIEC 
siILK promouvoie l’assemblage de réseaux d’actine de type orthogonal, sans toutefois permettre 
de rétablir la formation des fibres de stress ventrales (Figure 29J). Cela indique donc que chez les 
cellules HIEC l’expression de l’ILK est nécessaire afin que l’activité des PI3-K contribue à 
l’intégrité du réseau de fibres de stress ventrales parallèles. Puis, l’inhibition des SFK chez les 
cellules HIEC siILK induit généralement la formation de faisceaux arrondie d’actine corticale 
(Figure 29K). Dans ce cas, bien que nous dénotons que l’actine-F périphérique semble souvent 
plus affectée chez les cellules HIEC siILK comparativement aux cellules HIEC siCNS dans les 
mêmes conditions, les effets de l’inhibiteur PP2 induisent une organisation de l’actine 
généralement analogue chez ces cellules (Figure 29L vs 29K). Ces observations suggèrent que 
Src et/ou d’autres membres des SFK contrôlent des événements signalétiques en amont du rôle 
que joue l’ILK dans le développement des caractéristiques contractiles de l'axe intégrine-actine 
des cellules HIEC. Toutefois, dans  l’ensemble les effets de l’inhibition des membres des SFK et 
des PI3-K chez les cellules HIEC siCNS et siILK ne nous permettent pas de déterminer si ces 
kinases contribuent à la formation des fibres de stress ventrales parallèles en régulant les 
fonctions de l’ILK.  
Dans la même optique, il est connu que les fonctions de Src qui sont activées par 
l’intégrine α5β1 sont importantes pour la stimulation efficace de RhoA (Huveneers and Danen, 
2009; Morgan et al., 2009; Salsmann et al., 2006). Il a également été montré que l’activation des 
kinases Src et PI3-K sont nécessaires afin de stimuler les premières étapes de la fibrillogénèse la 
fibronectine (Volberg et al., 2001; Wierzbicka-Patynowski and Schwarzbauer, 2002). Nous 
avons donc comparé les effets de l'inhibition des SFK sur l'organisation du cytosquelette d’actine 
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des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK cultivées 16 heures sur des lamelles de verre prétraitées 
avec du milieu de culture (surface N.R.) ou 3µg/cm2 de fibronectine exogène, puis traitées 
pendant les 24 heures suivantes avec 10 µM de PP2. D’abord, les images de microscopie 
montrent qu’une portion des cellules HIEC siCNS traitées avec le PP2 qui ont été précultivées 
sur une surface N.R. (Figure 30E) et sur la fibronectine exogène (Figure 30G) présentent des 
caractéristiques contractiles du cytosquelette d’actine. Ces caractéristiques et l’étalement de ces 
cellules demeurent cependant généralement moins développés que chez les cellules HIEC siCNS 
cultivées sans l'inhibiteur PP2 (Figures 30E et 30G vs 30A et 30C). Pour leur part, les cellules 
HIEC siILK sur la fibronectine exogène et traitées avec l'inhibiteur PP2 présentent un 
rétablissement relatif des fibres de stress ventrales et de l’organisation contractile de l’actine 
comparativement aux cellules HIEC siILK sur une surface N.R. qui ont été traitées ou laissées 
sans traitement (Figures 30H vs 30F et 30B). Ce rétablissement demeure toutefois partiel 
comparativement aux cellules HIEC siILK cultivées sans traitement sur la fibronectine exogène 
(Figures 30H vs 30D). D’autre part, l’inhibition des SFK chez les cellules HIEC siILK sur la 
fibronectine exogène induit une organisation de l’actine globalement analogue de celles 
observées chez les populations de cellules HIEC siCNS traitées par le PP2 (Figure 30H vs 30E et 
30G). Cependant, contrairement à ces dernières, une portion des cellules HIEC siILK traitées sur 
une surface N.R. ou sur la fibronectine exogène présentent une organisation aberrante et/ou 
irrégulière de l’actine corticale et de la membrane plasmique périphérique (Figures 30F vs 30E et 
30H vs 30G). Cela suggère donc que chez les cellules HIEC, Src et/ou d’autres membres des 
SFK coopèrent avec l’ILK afin de réguler l’organisation fine des structures sous-membranaires 
de l’axe MEC-intégrine-actine. Dans l’ensemble, ces résultats proposent que ce soit la matrice de 
fibronectine assemblée par les cellules HIEC  siCNS et HIEC  siILK précultivées sur la 
fibronectine exogène, et d'autre part la matrice de fibronectine endogène soluble assemblée par 
les cellules HIEC siCNS précultivées sur une surface N.R., qui supportent la formation des fibres 
de stress et les caractéristiques contractiles intermédiaires de ces cellules lorsque les fonctions 
des SFK sont inhibées par le PP2 dans ces conditions. Ainsi, il semble que les fonctions de Src 
dans la fibrillogénèse de la fibronectine pourraient être impliquées dans la formation des fibres 
de stress ventrales chez les cellules HIEC, mais que d’autres fonctions des SFK — p. ex. la 
stimulation de l’activité de PI3-K et/ou inhibition de l’activité des  kinases MEK et p38 — sont  
 
 
Figure 30 : La fibronectine et les fonctions des SFK stimulent le développement des fibres 
de stress ventrales et du phénotype contractile indépendamment de l’expression 
de l’ILK chez les cellules HIEC  
 
(A-H) Photos d’épifluorescence de l’organisation du réseau d’actine (visualisée en 
microscopie avec la phalloïdine-TRITC) lors d’une expérience durant laquelle les cellules 
HIEC siCNS et HIEC siILK ont été cultivées pendant 16 heures sur des lamelles de verre 
prétraitées avec du milieu de culture (N.R.) ou avec 3 µg/cm
2
 de fibronectine exogène (FN), 
puis cultivées pendant les 24 heures suivantes soit sans traitement ou soit en présence de 
10 µM de PP2 afin d’inhiber les membres des SFK. Les flèches en F et H pointent des 
cellules HIEC siILK traitées avec le PP2 présentant une organisation aberrante de l’actine 
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requises pour le développement optimal et/ou le maintien d’un réseau élaboré de fibres de stress 
ventrales parallèles chez ces cellules. Ces expériences ne permettent toutefois pas de déterminer 
si les fonctions de Src sont importantes dans la régulation du rôle de l’ILK dans la fibrillogénèse 
de la fibronectine.  
Le rôle de Src dans la régulation directe et/ou indirecte des membres des kinases PI3-K, 
MEK et p38 a déjà été démontré dans le contexte de l’anoïkose chez les cellules HIEC 
(Bouchard et al., 2008), ainsi que dans d’autres contextes et types cellulaires (Huveneers and 
Danen, 2009; Parsons et al., 2010; Schwartz, 2004). Nous avons donc exploré le rôle des SFK 
dans le contrôle des fonctions des kinases PI3-K, MEK et p38 impliquées dans la régulation de 
l'axe MEC-intégrine-actine des cellules HIEC. Pour ces expériences, des cellules HIEC natives 
étaient cultivées pendant 8 heures sur des lamelles de verre prétraitées avec du milieu de culture 
(surface N.R.) ou avec 3µg/cm2 de fibronectine exogène, puis les cellules étaient cultivées lors 
des 16 à 18 heures suivantes en présence de 20 µM de PP2 uniquement ou de la combinaison du 
PP2 et des autres inhibiteurs pharmacologiques (20 µM de PD98059, 20 µM de SB203580, 
30 µM de LY294002). Les FAs (visualisé par la détection de la vinculine) et le réseau d’actine 
(visualisé avec la phalloïdine-TRITC) étaient ensuite détectés par immunofluorescence. 
Premièrement, les images de microscopie montrent que les effets de l’inhibition isolée des SFK 
chez les cellules HIEC initialement ensemencées sur une surface N.R. (Figure 31C) et sur la 
fibronectine exogène (Figure 31D) reproduisent de façon générale les effets de l’inhibition des 
SFK sur le cytosquelette d’actine des cellules HIEC siCNS dans des conditions analogues (voir 
les figures 29 et 30). Cependant, il est à noter que l’étalement et l’organisation du cytosquelette 
d’actine de ces cellules semblent généralement moins développés que chez les cellules HIEC des 
figures 30E et 30G, et ce, vraisemblablement en raison des quantités inférieures de fibronectine 
assemblée durant le temps plus court de précultures (8 h vs 16 h) avant l’ajout des inhibiteurs.  
Puis, sur une surface N.R., l’organisation de l’axe intégrine-actine des cellules HIEC ayant subi 
l’inhibition concomitante des SFK et des kinases MEK se rapproche de celle typiquement 
présentée par celles uniquement traitées avec le PP2 (Figure 31G vs 31C). Or, le même 
traitement (PP2 + PD98059) chez les cellules HIEC sur la fibronectine exogène permet de 
rétablir le phénotype contractile de ces cellules à un niveau comparable de celui des cellules 
HIEC non traitées (Figure 31H vs 31B). Qui plus est, le phénomène inverse est observé lors de
 
 
Figure 31 : La fibronectine contribue à la régulation des kinases responsables de contrôler 
l’organisation de l’axe intégrine-actine des cellules HIEC 
 
(A-J) Photos d'immunofluorescence représentatives des FAs (visualisés par la détection de la 
vinculine en vert) et de l’organisation du cytosquelette d’actine (visualisée en épifluorescence 
avec la phalloïdine-TRITC en rouge) chez des cellules HIEC natives. Ces cellules étaient 
cultivées pendant 8 heures sur des lamelles de verre prétraitées avec du milieu de culture 
(N.R.) ou avec 3 µg/cm
2
 de fibronectine exogène (FN), puis cultivées pendant les 16 heures 
suivantes sans traitement (en A et B) ou en présence de 20 µM de PP2 uniquement pour 
inhiber les SFK (en C et D) ou soit en présence de 20 µM de PP2 combinés à soit 20 µM de 
SB203580 (en E et F), soit 20 µM de PD98059 (en G et H) , ou soit 30 µM de LY294002 (en 
I et J) afin d’inhiber respectivement les kinases p38, MEK et PI3-K simultanément aux SFK. 
(E-H) Les images suggèrent que sur une surface N.R. l’action des SFK neutraliserait les 
fonctions des p38 empêchant le développement des structures matures de l’axe intégrine-
actine des cellules HIEC et que sur la fibronectine exogène elle régulerait négativement les 
fonctions anticontractiles des kinases MEK. (I et J) Ces images suggèrent que l’activation des 
membres des SFK est facultative afin que la fibronectine puisse exciter les fonctions des PI3-
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l’inhibition concomitante des SFK et des kinases p38, c’est-à-dire un rétablissement plus efficace 
des structures de l’axe intégrine-actine associées au phénotype contractile chez les cellules HIEC 
sur une surface N.R. (Figures 31E vs 31C et 31A), mais non chez les cellules HIEC sur la 
fibronectine exogène (Figures 31F vs 31D et 31B). Ces observations suggèrent fortement que le 
substrat d’adhésion des cellules HIEC (N.R. vs FN) régule de façon opposée l’implication des 
kinases MEK et p38 dans la régulation de l’organisation contractile de l’axe intégrine-actine des 
cellules HIEC. Par ailleurs, la plupart des cellules HIEC sur une surface N.R. soumise à 
l’inhibition simultanée des SFK et des PI3-K présentent une organisation de l’axe intégrine-
actine comparable de celle qui est observée chez les cellules HIEC traitées par le PP2 
uniquement (Figure 31I vs 31C). Or, le même traitement (PP2 + LY294002) chez les cellules sur 
la fibronectine exogène produits des effets bloquants plus prononcés sur la formation des fibres 
de stress ventrales que chez les cellules HIEC traitées par le PP2 uniquement (Figure 31I vs 
31D). Cette observation propose que les fonctions des kinases PI3-K soient importantes afin de 
médier les effets procontractiles de la fibronectine. Dans l’ensemble, ces derniers résultats avec 
les inhibiteurs confirment les positions clés qu’occupent les membres des SFK (en amont) et des 
kinases PI3-K, MEK et p38 dans la signalisation de type outside-in contrôlant l’organisation 
contractile de l’axe intégrine-actine des cellules HIEC, de même que l’influence importante de la 
composition en fibronectine de la MEC sur cette signalisation.  
   
3.3.4 Les fonctions de l’ILK sont facultatives afin que la fibronectine, l’intégrine α5β1 et la 
tensine localisent dans les sites d’initiation de l’assemblage de la fibronectine 
 
Nous avons effectué différentes expériences afin de mieux documenter le rôle spécifique de 
l’ILK et du complexe PIP dans les mécanismes responsables de la fibrillogénèse de la 
fibronectine chez les CEIs. D’abord, nous avons précédemment démontré que l’inhibition de 
l’expression de l’ILK chez les cellules HIEC (siILK) enraye la fibrillogénèse de la forme soluble 
de la fibronectine endogène et que l’adhésion des cellules HIEC à un substrat de fibronectine 
plasmatique exogène permet d’outrepasser le rôle normalement essentiel de l’ILK dans le 
processus de fibrillogénèse. Or, d’une part la composition modulaire de la fibronectine 
plasmatique et de la fibronectine cellulaire est différente et d’autre part, il est connu que la 
régulation de la composition de la fibronectine cellulaire par épissage alternatif peut faire varier 
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ses propriétés et ainsi moduler les interactions qui sont responsables de son assemblage (Cseh et 
al., 2010; Schwarzbauer and DeSimone, 2011). Nous avons donc vérifié si des distinctions dans 
la composition modulaire de la fibronectine cellulaire exprimée par les cellules HIEC pourraient 
expliquer pourquoi les cellules HIEC siILK peuvent assembler la fibronectine plasmatique 
exogène, mais non la fibronectine endogène qu’elles expriment. Toutefois, une analyse 
préliminaire en RT-PCR montre que l’expression des trois principaux modules de la fibronectine 
susceptibles d’être régulés par épissage alternatif (EIIIA, EIIIB et la région variable V) 
(Schwarzbauer and DeSimone, 2011) diminue comparativement aux cellules HIEC siCNS, mais 
est maintenue chez les cellules HIEC siILK en condition d’inhibition de l’expression de l’ILK 
(données non présentées). Ces résultats s’accordent avec la diminution de l’expression de la 
fibronectine que nous avons précédemment décrite en PCR quantitative (voir la figure 15A) chez 
les cellules HIEC siILK. De plus, ils tendent à démontrer que la capacité intrinsèque de la 
fibronectine endogène à être assemblée dans la MEC n’est pas altérée chez les cellules HIEC 
siILK. En ce sens, tel que nous l’avons précédemment mentionné, nous avons observé que la 
fibronectine plasmatique exogène ajoutée au milieu ne permet pas de secourir le phénotype 
contractile de cellules HIEC siILK préadhérées sur une surface N.R. Ces données appuient 
ensemble que ce soit la capacité des cellules HIEC à utiliser les homodimères compacts et 
solubles de fibronectine dans le processus de fibrillogénèse qui est spécifiquement entravée lors 
de l’inhibition de l’expression de l’ILK.  
Il est généralement reconnu que les interactions entre l’intégrine α5β1 et la fibronectine 
entrainent l’ouverture mécanodépendante des homodimères compacts et solubles de la 
fibronectine, ce qui permet la présentation des sites d’interactions cryptiques d’autoassemblage 
de cette protéine.  Ensuite, l’assemblage de la fibronectine fibrillaire induit une boucle de 
rétroactions positives permettant le développement coordonné de la rigidité de la MEC et de la 
tension isométrique RhoA-dépendante le long de l’axe MEC-intégrine-actine (Geiger et al., 
2009; Huveneers et al., 2008; Scott et al., 2015; Wang et al., 2005; Wierzbicka-Patynowski and 
Schwarzbauer, 2003). Ainsi, afin de mieux cibler l’étape où l’inhibition de l’expression de l’ILK 
bloque la fibrillogénèse de la fibronectine soluble chez les cellules HIEC, nous avons comparé 
par immunofluorescence les effets de l’inhibition de l’ILK et de ROCK sur l’organisation de la 
fibronectine détectée par l’anticorps HFN 7.1 chez les cellules HIEC siCNS et HIEC siILK. 
Rappelons que l’anticorps HFN 7.1 reconnait un site cryptique entre les domaines FNIII9 et 
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FNIII10 de la fibronectine et donc cible en principe principalement le bassin de fibronectine 
fibrillaire et/ou préfibrillaire associé aux intégrines à la surface des cellules (Baneyx et al., 2001; 
Garcia et al., 1999). Pour ces expériences, les cellules étaient initialement ensemencées sur des 
lamelles de verre prétraitées avec du milieu de culture, puis cultivées pendant 24 heures en 
absence (non traitées) ou en présence de 20 M de Y-27632. D’abord, l’anticorps HFN 7.1 
détecte une multitude de petits agrégats assemblés en longues structures linéaires perlées 
typiques des fibrilles et des fibres de fibronectine fibrillaire péricellulaire chez les cellules HIEC 
siCNS non traitées (Figures 32A et 32B). De plus, des structures bulbotubulaires de fibronectines 
sont parfois détectées le long des structures fibrillaires de certaines de ces cellules (Figure 32B; 
zone encadrée). Dans ce dernier cas, il pourrait s’agir de la fibronectine internalisée avec les 
intégrines par les caveolaes (Shi and Sottile, 2008; Valdembri et al., 2011). Bien que des 
accumulations plus importantes de fibronectine soient parfois détectées chez les cellules HIEC 
siCNS traitées avec le Y-27632, de façon générale les agrégats de fibronectine de ces cellules 
semblent désorganisés, dispersés et visuellement plus ténus que chez les cellules HIEC siCNS 
servants de contrôle (Figure 32D vs 32B). D’ailleurs, l’analyse par immunobuvardage des 
quantités de fibronectine dans la MEC isolée des cellules HIEC siCNS traitées ou non avec le Y-
27632 confirme la diminution marquée de la fibronectine déposée dans la MEC de ces cellules 
lorsque ROCK est inhibée (Figure 32I, siCNS : Y-27632 vs non traitées). Ces données indiquent 
donc que chez les cellules HIEC l’activité de ROCK n’est pas essentielle dans la formation des 
agrégats de fibronectine préfibrillaire, mais permet leur assemblage en fibrilles à la surface de 
ces cellules. D’autre part, tel que nous l’avons précédemment montré (voir la figure 15), moins 
de fibronectine est détectée en immunofluorescence par l’anticorps HFN 7.1 chez les cellules 
HIEC siILK non traitées comparativement aux cellules HIEC siCNS servants de contrôle (Figure 
32E vs 32A). Les images à plus fort grossissement révèlent que l’inhibition de l’expression de 
l’ILK n’empêche pas la formation d’agrégats de fibronectine prefibrillaire chez les cellules HIEC 
siILK traitées ou non avec le Y-27632 (Figure 32F vs 32H). D’ailleurs, l’inhibition de ROCK 
chez les cellules HIEC siILK ne semble pas avoir d’effet apparent sur l’organisation de la 
fibronectine comparativement aux cellules HIEC siILK non traités (Figure 32E vs 32G), ce qui 
s’accorde avec le fait que l’activité de la voie RhoA/ROCK est partiellement inhibée chez les 
cellules HIEC siILK cultivées sur une surface N.R. De plus, contrairement aux agrégats 
 
 
Figure 32 : L’inhibition de l’expression de l’ILK chez les cellules HIEC entrave la 
fibrillogénèse de la fibronectine par des effets distincts de ceux de l’inhibition de 
ROCK  
 
(A-H) Photos d’immunofluorescence représentatives de la fibronectine ciblée par l’anticorps 
HFN 7.1 chez des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK initialement ensemencées sur des 
lamelles de verre prétraitées avec du milieu de culture, puis cultivées pendant 24 heures en 
absence (non traitées) ou en présence de 20 M de Y-27632 afin d’inhiber ROCK. Alors que 
les cellules HIEC siCNS non traitées assemblent plusieurs agrégats de fibronectine assemblée 
en structures fibrillaires perlées (ex. pointé par la flèche en B) et présentent parfois des 
structures bulbotubulaires de fibronectine à proximité des sites d’adhésion cellule-MEC (ex. 
pointé par la tête de flèches en B), chez les cellules HIEC siCNS traitées avec le Y-27632 les 
agrégats de fibronectine demeurent généralement dispersés (ex. pointé par la flèche en D). 
L’inhibition de l’expression de l’ILK chez les cellules HIEC siILK ne bloque pas entièrement 
la formation d’agrégats de fibronectine à la surface des cellules et ceux-ci se concentrent 
habituellement dans la région cellulaire formant l’interface entre la périphérie du corps 
cellulaire et la lame intérieure de la membrane plasmique des cellules HIEC siILK non 
traitées (ex. pointés par les flèches en E et F), de même que chez les cellules HIEC siILK 
traitées avec le Y-27632 (ex. pointés par les flèches en H). Barre d’échelle : (A,C,E et F) en 
A : 30 µm. (I) Immunobuvardages représentatifs de la fibronectine détectée dans la MEC 
(MEC sans les cellules, isolée avec 27 µM d’hydroxyde d’ammonium) déposée par les 
cellules HIEC siCNS et HIEC siILK cultivées pendant 48 heures en absence (non traitées) ou 
en présence de 20 M de Y-27632. Les niveaux de l’ILK, de même que de la β-actine 
(utilisés comme contrôle de normalisation protéique) ont également été vérifiés dans les 
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détectés chez les cellules HIEC siCNS traitées par le Y-27632 (Figure 32D), les agrégats 
détectés chez les cellules HIEC siILK se concentrent habituellement au sein de courtes structures 
perlées perpendiculaires à la membrane plasmique et/ou dans la région ceinturant la lame interne 
des lamellipodes et le corps cellulaire (Figures 32F et 32H). Or, de manière intéressante cette 
région correspond à la région où est normalement initiée la fibrillogénèse de la fibronectine chez 
les cellules adhérentes en culture 2D (Baneyx et al., 2001; Boettiger and Wehrle-Haller, 2010; 
Pankov et al., 2000; Tomasini-Johansson et al., 2006). Par ailleurs, les analyses par 
immunobuvardage de la MEC déposée par ces cellules suggèrent un effet additif de l’inhibition 
simultanée de l’expression de l’ILK et de l'activité de ROCK sur la capacité des cellules à 
déposer la fibronectine dans la MEC (Figure 32I siILK : non traitées vs Y-27632). Cependant, 
nous avons démontré précédemment qu’une portion mineure de la population des cellules HIEC 
siILK exprime toujours des niveaux relativement élevés de l’ILK. Il est donc raisonnable 
d’assumer que cet effet additif serait causé par l’impact négatif de l’inhibition de ROCK sur la 
fibrillogénèse chez les cellules HIEC siILK dont la diminution de l’expression de l’ILK par le 
siILK est moins efficace. Dans l’ensemble, ces résultats révèlent que les fonctions de RhoA et 
l’expression de l’ILK sont facultatives dans la formation des agrégats de fibronectine 
préfibrillaire à la surface des cellules HIEC. Puis, que l’inhibition de l’expression de l’ILK 
n’empêche pas la formation et l’accumulation de ces agrégats dans les régions des cellules où 
débute normalement l’assemblage de la fibronectine en matrice fibrillaire péricellulaire. Ces 
résultats s’accordent de plus avec l'hypothèse que chez les cellules HIEC l’implication de l’ILK 
dans le processus de fibrillogénèse précède celle de la stimulation mécanodépendante de la voie 
RhoA/ROCK pour ce même processus.  
 Nous avons précédemment établi que le niveau d’expression de la sous-unité α5 de 
l’intégrine α5β1 n’est pas modifié par l’inhibition de l’expression de l’ILK chez les cellules 
HIEC siILK. Dans cette optique, nous avons également comparé la distribution de l’intégrine 
α5β1 en immunofluorescence chez les cellules HIEC siCNS et HIEC siILK cultivées sur des 
lamelles de verre prétraitées avec du milieu de culture. En premier lieu, nous avons utilisé 
l’anticorps AB1928 (Millipore) qui est dirigé contre la portion C-terminale (cytoplasmique) de la 
sous-unité α5 de l’intégrine α5β1. D'abord, chez les cellules HIEC siCNS cet anticorps produit 
un marquage ponctué et perlé s’accumulant le long de structures fibrillaires (Figure 33A).
 
 
Figure 33 : Les fonctions de l’ILK dans la fibrillogénèse de la fibronectine sont facultatives 
pour la colocalisation de l’intégrine α5β1 et de la fibronectine chez les cellules 
HIEC 
 
(A, B, E et F) Photos d’immunofluorescence représentatives (A et E) du bassin cellulaire total 
de la sous-unité α5 de l’intégrine α5β1 (ITGA5) et (B et F) de la fibronectine (FN) 
codétectées respectivement par l’anticorps AB1928 (Millipore) et par l’anticorps HFN 7.1 chez 
des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK cultivées sur des lamelles de verre prétraitées avec 
du milieu de culture. (C et G) Superposition des immunofluorescences précédentes de la sous-
unité α5 de l’intégrine α5β1 (vert) et de la fibronectine (rouge) chez les mêmes cellules HIEC 
siCNS et HIEC siILK . (D) Agrandissements de la zone encadrée en C montrant les structures 
fibrillaires perlées de l’intégrine α5β1 qui colocalisent avec les fibrilles de fibronectine 
endogène (ex. pointés par les flèches). (H) Agrandissements de la zone encadrée en G 
montrant la colocalisation de l’intégrine α5β1 et de la fibronectine le long de courts segments 
rectilignes perlés perpendiculaires à la circonférence des cellules (ex. pointés par les flèches). 
(C, D, G et H) Les noyaux sont marqués par le DAPI (bleu). Barre d’échelle : (A, B, C, E, F 
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Conformément au rôle de l’intégrine α5β1 dans les FBs, ce marquage de type fibrillaire de la 
sous-unité α5 colocalise avec celui de la fibronectine fibrillaire (extracellulaire) détectée en 
parallèle avec l’anticorps HFN 7.1 chez les mêmes cellules (Figures 33B et 33C). La détection 
de la sous-unité α5 avec l’AB1928 chez les cellules HIEC siILK produit également un marquage 
ponctué. Cependant les structures perlées sont généralement beaucoup plus courtes et forment 
rarement des structures fibrillaires comparables à ce qui est observé chez les cellules HIEC 
siCNS (Figure 33D vs 33A). Chez plusieurs cellules HIEC siILK, le marquage ponctué se 
concentre plutôt au sein de protrusions et de segments périphériques de la membrane plasmique 
(Figure 33D), de même qu’au niveau de la région cytoplasmique centrale et périnucléaire où il 
colocalise de façon plus diffuse avec la fibronectine (Figures 33E). Dans ce dernier cas, il 
pourrait s’agir de bassins de ces deux protéines associés à des organelles/structures 
endomembranaires (p. ex. appareil de Golgi, structures des voies endosomales) (Larjava et al., 
1990; Laukaitis et al., 2001). De plus, la sous-unité α5 est également partiellement codétectée 
avec la fibronectine au sein de courtes formations perlées perpendiculaires à la membrane 
plasmique et/ou ceinturant la lame interne des lamellipodes des cellules HIEC siILK (Figure 
33F). Soit, selon le même type de marquage que celui décrit à la figure précédente concernant les 
agrégats de fibronectine associée aux cellules HIEC siILK (voir la figure 32F). Ces 
immunofluorescences avec l'anticorps AB1928 indiquent par conséquent que l’expression de 
l’ILK chez les cellules HIEC n’est pas indispensable afin que l’intégrine α5β1 et la fibronectine 
endogène colocalisent dans les régions où débute normalement l’assemblage de la fibronectine 
fibrillaire, mais est importante afin que ce processus s'exécute.    
 L’anticorps mAB16 est généralement reconnu comme étant un inhibiteur compétitif de la 
liaison de l’intégrine α5β1 à ses ligands (Byron et al., 2009). En effet, le domaine de 
reconnaissance de cet anticorps sur la sous-unité α5 est situé à proximité du site de liaison à la 
séquence peptidique RGD de la fibronectine (Burrows et al., 1999). Cela permet en principe à cet 
anticorps de cibler en immunofluorescence les hétérodimères de l’intégrines α5β1 dont le site de 
liaison à la séquence RGD est accessible. Soit les sous-populations de cette intégrine ayant une 
conformation active présentant le site de liaison à la séquence RGD et possiblement dont ce site 
n’est pas encombré allostériquement par un ligand (Askari et al., 2009; Takagi et al., 2003; Xia 
and Springer, 2014). Ainsi, des immunofluorescences ont été effectuées avec l’anticorps mAB16 
(fourni généreusement par le Dr K. Yamada, NIH) sur des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK 
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fixées au méthanol (Figures 34A à 34D) et chez des cellules fixées avec une une solution de 
paraformaldéhyde (PFA 2 %) (Figures 34F et 34I). Précisons dans ce cas que la fixation avec 
2 % de PFA qui a été utilisé lors des codétections de l’intégrine α5β1 et du cytosquelette d’actine 
(visualisée en épifluorescence avec la phalloïdine-TRITC; Figures 34E et 34H) est plus 
susceptible de préserver les membranes et la conformation native des intégrines α5β1 que la 
fixation au méthanol (Morgan and Huber, 1967). D’abord, conformément à la détection ciblée 
d’une portion de la population active de l’intégrine α5β1, le signal d’immunofluorescence avec 
cet anticorps est plus restreint chez les cellules HIEC siCNS (Figure 34A) et HIEC siILK (Figure 
34C) comparativement au marquage respectif de cette intégrine par l’anticorps AB1928 chez ces 
mêmes cellules (voir figures 33A et 33D). Plus précisément, le bassin de l’intégrine α5β1 
détectée par l’anticorps mAB16 chez les cellules des deux populations cellulaires expérimentales 
est majoritairement associé avec le réseau de microfilaments d’actine de ces cellules. C’est-à-
dire, principalement avec les fibres de stress ventrales chez les cellules HIEC siCNS (Figures 
34B, 34E, 34F et 34G). Puis, avec les faisceaux d’actine corticale et les fibres de stress dorsales 
et les arcs transverses des réseaux de type orthogonal des cellules HIEC siILK (Figures 34D, 
34H, 34I et 34J). Ces observations s’accordent avec le fait que la conformation active des 
intégrines permet l’échafaudage du lien cytoplasmique avec les microfilaments d’actine du 
cytosquelette (Askari et al., 2009). Ainsi, ces résultats confirment que l’association entre le 
domaine cytoplasmique de l’intégrine α5β1 et le réseau de microfilaments d’actine n’est pas 
empêchée par l’inhibition de l’expression de l’ILK chez les cellules HIEC (siILK). Les 
immunofluorescences montrent également que l’anticorps mAB16 reconnaît plus fortement les 
intégrines se trouvant spécifiquement sur la portion interne de certains FAs matures des cellules 
HIEC siCNS et sur la section adjacente des fibres de stress ventrales associés à ces structures 
d’adhésion (Figures 34B et 34G). Or, ces segments de l’axe MEC-intégrine-actine sont 
également ceux typiquement décrits pour être le lieu de la ségrégation des FBs à partir des FAs 
matures chez les cellules en culture 2D (Pankov et al., 2000; Zamir et al., 2000). Ces résultats 
suggèrent donc que cette portion des FBs favorise une conformation de l’intégrine α5β1 rendant 
accessible le site de liaison de la séquence RGD de la fibronectine. Chez les cellules HIEC 
siILK, le mAB16 reconnait plus intensément la portion interne de certaines fibres de stress 
dorsales associées aux FAs immatures, ainsi que certains segments des arcs transverses ou de
 
 
Figure 34 : L’expression de l'ILK chez les cellules HIEC n’est pas essentielle afin que 
l’intégrine α5β1 présente le site de liaison à la séquence RGD de la fibronectine 
 
(A, C, F et I) Photos d’immunofluorescence représentatives de la détection de la sous-unité α5 
(ITGA5) de l’intégrine α5β1 avec l’anticorps mAB16 (fourni par le Dr K. Yamada, NIH) chez 
des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK cultivées sur des lamelles de verre prétraitées avec 
du milieu de culture, puis fixées avec du méthanol (en A et C) ou une solution 2 % 
paraformaldéhyde (en F et I). Cet anticorps cible en principe le bassin de l’intégrine α5β1 
dont le site de liaison à la séquence RGD est accessible. (B et D) Agrandissement des zones 
encadrées chez les cellules HIEC siCNS en A et chez les cellules HIEC siILK en C.             
(G et J) Superposition des images de la détection de l’intégrine α5β1 par l’anticorps mAB16 
(en F et I) et du cytosquelette d’actine (visualisé avec la phalloïdine-TRITC; en E et H) chez 
les mêmes cellules. Les images démontrent clairement que la sous-population de l’intégrine 
α5β1 reconnue par l’anticorps mAB16 est codistribuée avec les structures de l’axe intégrine-
actine chez les cellules des deux populations expérimentales. De plus, chez les cellules HIEC 
siCNS cet anticorps reconnaît plus fortement les intégrines se trouvant spécifiquement sur le 
segment de cet axe où les FBs se forment à partir des FAs matures (ex. pointés par les flèches 
en B et G). Chez les cellules HIEC siILK, c’est plutôt la portion interne de certaines fibres de 
stress dorsales associées aux FAs et différents segments des arcs transverses qui sont le plus 
intensément marqués (ex. pointés par les têtes de flèche en D et J). Cette région de l’axe 
intégrine-actine correspond à la région où est normalement initié l’assemblage de la 












l’actine corticale (Figures 34D et 34J). Or, ces régions correspondent de nouveau avec celles où 
les homodimères compacts et solubles de fibronectine sont originellement étirés et assemblés par 
les intégrines dans les étapes précoces du processus de fibrillogénèse (Baneyx et al., 2001; 
Tomasini-Johansson et al., 2006). Ces résultats démontrent donc que l’expression de l'ILK chez 
les cellules HIEC n’est pas essentielle afin que les intégrines α5β1 adoptent une conformation 
active dont la portion extracellulaire présente le site de liaison à la séquence RGD de la 
fibronectine. 
 L’ILK et le complexe PIP ont été identifiés pour servir de plateforme dans le recrutement 
de la tensine — une autre protéine adaptatrice importante des FBs — dans les FAs lors de la 
formation des FBs chez les cellules fibroblastiques de reins de souris (Stanchi et al., 2009). Nous 
avons donc comparé la distribution de la tensine en immunofluorescence chez des cellules HIEC 
siCNS et HIEC siILK cultivées pendant 24 heures sur des lamelles de verre prétraitées avec du 
milieu de culture ou avec de la fibronectine exogène. Tout d’abord, des analyses en 
immunobuvardage ont permis de confirmer que les niveaux protéiques de la tensine sont 
analogues chez les cellules HIEC siCNS et les cellules HIEC siILK (Figure 35A). Ensuite, un 
signal intense de la tensine est détecté en immunofluorescence au niveau de la région centrale 
des cellules HIEC siCNS (Figures 35B et 35C) et des cellules HIEC siILK (Figures 35D et 35E). 
Toutefois, il est également possible d’observer qu’indépendamment de la condition d’adhésion, 
la tensine des cellules HIEC siCNS est distribuée selon un marquage fibrillaire typique des FBs 
(Figures 35B et 35C) (Worth and Parsons, 2010). De plus, bien que la tensine colocalise 
partiellement à l’occasion avec la vinculine chez ces mêmes cellules, elle est généralement 
absente des FXs et des FAs détectés grâce à la vinculine en périphérie des cellules (Figures 35G 
et 35H). Ces observations confirment que chez les cellules HIEC siCNS, l’essentiel du bassin 
cellulaire de la tensine localise dans les structures fibrillaires formées par les FBs. D’autre part, 
chez les cellules HIEC siILK cultivées sur une surface N.R. nous observons sans surprise une 
forte diminution du marquage fibrillaire de la tensine (Figures 35D et 35I), ainsi qu'une 
augmentation de la colocalisation de la tensine et de la vinculine au niveau des FXs et de la 
portion interne des FAs immatures (Figures 35I, 35J et 35K). De plus, l’inhibition de 
l’expression de l’ILK entraine l’apparition de nombreux petits agrégats de tensine dispersés au 
niveau du cytoplasme des cellules HIEC siILK (Figure 35I). Ces agrégats forment parfois de             
 
 
Figure 35 : Les fonctions de l’ILK chez les cellules HIEC contribuent à l’intégrité des FBs, 
 mais ne sont pas essentielles pour la formation de ce type de structure 
 
(A) Immunobuvardage de l’expression de la tensine chez les cellules HIEC siCNS et siILK. 
Les niveaux de l’ILK, de même que de la β-actine (contrôle de normalisation protéique) ont 
également été analysés. (B-E) Photos d’immunofluorescence représentatives de la tensine 
chez les cellules HIEC siCNS et HIEC siILK adhérées sur des lamelles de verre prétraitées 
avec du milieu (N.R.) ou avec 3 µg/cm
2
 de fibronectine exogène (FN). Les images indiquent 
que l’adhésion sur la fibronectine exogène en condition d’inhibition de l’expression de l’ILK 
permet de secourir – au moins partiellement – l’élaboration des FBs (ex. pointés par les 
flèches en E). (F) Agrandissement de la zone F encadrée en B. (G) Immunofluorescence de la 
vinculine dans la même zone et (H) superposition de ces immunofluorescences de la tensine 
(vert) et de la vinculine (rouge). La superposition révèle que chez les cellules HIEC siCNS la 
tensine est principalement distribuée selon un marquage fibrillaire dans les FBs et qu’elle ne 
colocalise généralement pas avec la vinculine dans les FXs et les FAs de la périphérie des 
cellules (ex. pointés par les flèches en H). (I) Agrandissement de la zone I encadrée en D.     
(J) Immunofluorescence de la vinculine dans la même zone et (K) superposition de ces 
immunofluorescences. La superposition montre qu’en condition d’inhibition de l’expression 
de l’ILK, la tensine ne forme pas de marquage fibrillaire et qu’elle est généralement 
colocalisée avec la vinculine au niveau des FXs et des FAs immatures des cellules HIEC 













courtes structures linéaires perlées rappelant celles de la fibronectine préfibrillaire détectée avec 
l'anticorps HFN 7.1 chez ces mêmes cellules. D’autre part, la présence de faisceaux rectilignes 
perlés de tensines hors des FAs et dans la portion centrale des cellules HIEC siILK sur la 
fibronectine exogène (Figure 35E) indiquent que ce substrat d’adhésion permet de secourir – au 
moins partiellement – la formation de FBs en condition d’inhibition de l’expression de l’ILK. 
Pris ensemble, ces résultats suggèrent que l'expression de l’ILK et du complexe PIP est 
facultative pour le recrutement de la tensine dans les FAs et pour l’élaboration des FBs chez les 
cellules HIEC qui adhèrent sur la fibronectine. Néanmoins, il semble que les fonctions de l’ILK 
pourraient possiblement contribuer à l’élaboration normale des FBs chez ce modèle cellulaire. 
 Pour terminer, nous avons évalué la contribution de l’ILK dans la formation des FBs en 
comparant l’organisation de la fibronectine associée aux cellules HIEC siCNS et HIEC siILK 
cultivées sur des lamelles de verre recouvertes de fibronectine exogène. De prime abord, les 
immunofluorescences sans les cellules montrent une couche relativement uniforme de 
fibronectine exogène sur les lamelles de verre (Figure 36A). Couche qui est d'ailleurs plus 
facilement observable grâce aux aspérités de cette dernière en périphérie des lamelles de verre. 
Dans ce cas, puisque nous avons utilisé l’anticorps HFN 7.1 lors de ces immunofluorescences, 
cela démontre que la fibronectine exogène adsorbée à la surface des lamelles de verre est en 
conformation préstressée présentant les sites RGD et PHSRN (synergie) de liaison aux intégrines 
(Garcia et al., 1999; Keselowsky et al., 2003). D’autre part, l’organisation de la fibronectine chez 
les cellules HIEC siCNS et HIEC siILK cultivées sur la fibronectine exogène est globalement 
comparable (Figure 36D vs 36E). Ces données s’accordent avec le fait que l’expression de l’ILK 
chez les cellules HIEC est facultative pour l’assemblage de la fibronectine exogène en matrice 
fibrillaire. Cependant, nonobstant le fait que laa détection de fibrilles longues et minces dans la 
région centrale des cellules HIEC siILK (Figures 36D et 36F) démontre que le substrat de 
fibronectine exogène permet le rétablissement — au moins partiel — des fonctions de l’intégrine 
α5β1 dans la fibrillogénèse de la fibronectine par les FBs, nous ne pouvons exclure que dans ces 
conditions l’intégrine αvβ3 ait pu contribuer à l’assemblage de la matrice de fibronectine 
exogène. En effet, les cellules HIEC siILK sur la fibronectine exogène présentent régulièrement 
plus de formations courtes et compactes de fibronectine à l’extrémité des fibres de stress (Figures 
36C, 36E et 36G). Or, ce type particulier de fibrilles et de fibres est compatible avec les 
 
 
Figure 36 : Les fonctions de l’ILK chez les cellules HIEC contribuent à l’intégrité 
structurale de la matrice de fibronectine fibrillaire exogène 
 
(A)  Photos d’immunofluorescence de la fibronectine détectée par l’anticorps HFN 7.1 à la 
surface des lamelles de verre recouvertes de 3µg/cm
2
 de fibronectine exogène sans cellules. 
Les aspérités en périphérie des lamelles de la couche de fibronectine adsorbée à la surface du 
verre exposent clairement la présence de cette couche. (B et C) Photos d’immunofluorescence 
représentatives de la codétection de la fibronectine par le HFN 7.1 (en vert) et du 
cytosquelette d’actine (visualisé avec la phalloïdine-TRITC; en rouge) chez des cellules HIEC 
siCNS et HIEC siILK adhérées sur les lamelles de verre recouvertes de fibronectine exogène. 
Les noyaux sont marqués par le DAPI (bleu). (D et E) Signaux d’immunofluorescence de la 
fibronectine uniquement chez les mêmes cellules qu’en B et C respectivement.                      
(F) Agrandissement de la zone encadrée en D. (G) Agrandissement de la zone encadrée en E. 
Comparativement aux cellules HIEC siCNS qui forment généralement de longues fibrilles 
minces de fibronectine longeant le réseau de fibres de stress ventrales (ex. pointés par les 
flèches en F et B), les cellules HIEC siILK forment plus de fibrilles courtes et compactes 
associées avec l’extrémité des fibres de stress en périphérie de ces cellules (ex. pointés par les 












caractéristiques qui ont précédemment été décrites concernant la MEC de fibronectine assemblée 
par l’intégrine αvβ3 (Takahashi et al., 2007; Xu et al., 2010). Ce processus est rendu possible par 
la déamination spontanée d’un résidu asparagine en un résidu isoaspartate causant la formation 
d’un site isoDGR (isoaspartate-glycine-arginine) sur le domaine FI5 de la fibronectine (Spitaleri 
et al., 2008; Takahashi et al., 2007; Yang and Hynes, 1996). Ce site présente une plus forte 
affinité pour l’intégrine αvβ3 que pour l’intégrine α5β1 et permet à la première de se substituer à 
la seconde afin d’assembler et de déposer la fibronectine. Dans la mesure où la formation 
spontanée du site isoDGR est grandement accélérée lorsque la fibronectine en solution est à 4 °C 
(Curnis et al., 2006; Xu et al., 2010) et d'autre part, que la fibronectine plasmatique commerciale 
(Millipore/Chemicon) utilisée lors de mes expériences était conservée à cette température selon 
les instructions du fabricant, il est donc possible que l’intégrine αvβ3 ait pu contribuer à 
assembler la matrice de fibronectine insoluble au D.O.C. chez les cellules cultivées sur la 
fibronectine exogène et plus spécialement en condition d’inhibition de l’expression de l’ILK. 
Ainsi, bien que nous ayons précédemment déterminé que l’activité biologique du substrat de 
fibronectine exogène dans la stimulation de RhoA est équivalente à celle de la MEC de 
fibronectine endogène, cette dernière observation suggère que l’expression de l’ILK chez les 
cellules HIEC est nécessaire pour l’intégrité de l’organisation fine de la matrice de fibronectine 
fibrillaire assemblée à partir de la fibronectine exogène. 
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La discussion débute par l'analyse des données générées chez les modèles de CEI, puis les deux 
dernières parties sont consacrées à l’intégration de ces données dans le contexte de l’épithélium 
intestinal normal. Cette discussion devrait ainsi permettre d’identifier les fonctions plausibles de 
l’ILK dans l’homéostasie de l’épithélium de la muqueuse intestinale humaine.   
 
4.1  Paramètre de l’expression de l’ILK et du complexe PIP chez les CEIs en culture 
 
La participation de l’ILK à la régulation des caractéristiques architecturales et fonctionnelles de 
l’axe fonctionnel MEC-intégrine-actine est en majeure partie médiée en coopération avec les 
protéines PINCH et parvines sous la forme du complexe adaptateur PIP. Dans ces circonstances, 
afin d’établir le portrait juste des mécanismes sous-jacents aux fonctions de l’ILK chez les CEIs, 
il est indiqué de s’intéresser d’abord aux résultats que nous avons obtenus concernant les 
paramètres de la participation de l’ILK au complexe PIP chez ce type cellulaire.  
A priori, nos données indiquent que les niveaux protéiques de l’ILK, de PINCH-1, de l’α-
parvine et de la β-parvine chez les CEIs en culture dépendent principalement du contexte 
cellulaire (prolifératif/indifférencié vs post-mitotique/différencié). Plus précisément, les niveaux 
de ces protéines sont à leur maximum chez les cellules HIEC et Caco-2/15 prolifératives et 
indifférenciées. Puis, ils régressent (à l’exception de la β-parvine-l) chez les populations 
postconfluentes de cellules Caco-2/15 qui cessent de proliférer et qui exécutent leur processus de 
différenciation (Vachon and Beaulieu, 1992), et ce, jusqu’à ce qu’ils atteignent leur minimum 
chez les populations uniformément différenciées de cellules Caco-2/15. Nous avons découvert 
que la baisse des niveaux protéiques des membres du complexe PIP chez les cellules Caco-2/15 
confluentes ne peut s’expliquer – en totalité du moins – par la réduction de l’expression 
génétique de ces protéines. À ce sujet, une étude antérieure chez les cellules Hela a démontré que 
l’inhibition de la formation du complexe PIP par l’inhibition de l’expression l’ILK ou de 
PINCH-1 induit une baisse substantielle des niveaux cellulaires des autres membres du complexe 
PIP en raison de leur dégradation par le système ubiquitine-protéasome (Fukuda et al., 2003). De 
plus, un article plus récent rapporte que la protéine chaperonne Hsp-90 facilite et stabilise 
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l’association entre l’ILK et l’α-parvine (Radovanac et al., 2013). Selon cet article, la 
désactivation de Hsp-90 entraîne l’ubiquitination de l’ILK par l’ubiquitine-ligase CHIP et la 
dégradation de l’ILK par le protéasome. Considérant ces informations, la diminution du niveau 
des membres du complexe PIP au cours de la différenciation des CEIs implique possiblement le 
démantèlement de ce complexe et la dégradation de ces constituants par le système ubiquitine-
protéasome. L’implication des voies du protéasome dans la dégradation post-traductionnelle de 
PINCH-1 et des membres des parvines pourrait facilement être démontrée grâce à l’utilisation 
d’un inhibiteur réversible du protéasome — tel que le MG-132 — chez les CEIs en culture.  
 Dans la même optique, les analyses des niveaux cellulaires de l’ILK et de ses partenaires 
de l’hétérotrimère PIP chez les cellules HIEC et Caco-2/15 traitées avec les siRNA démontrent 
que la formation du complexe PIP chez les CEIs est cruciale pour la stabilisation de ses 
constituants. Nous avons entre autres montré que l’inhibition forcée de l’expression de l’ILK par 
le siILK induit une baisse approximativement équivalente des niveaux protéiques des autres 
membres du complexe PIP (à l’exception de l’isoforme « l » de la β-parvine chez les cellules 
Caco-2/15). Cela suggère que la formation de l’hétérotrimère produit un effet de « stabilisation 
coopérative » (Buchler et al., 2005) permettant de multiplier le temps de temps de demi-vie de 
ses membres en les préservant des processus de dégradation post-transcriptionnels. Évidemment, 
tel que mentionné plus haut, il est connu que la protéine chaperonne Hsp-90 protège 
l’ubiquitination de l’ILK dans le complexe PIP (Radovanac et al., 2013). Toutefois, les 
mécanismes permettant à ce complexe d’induire un phénomène de stabilisation coopérative 
pourraient, par exemple, également impliqués le recouvrement de sites d’ubiquitinations ou de 
clivages protéolytiques (Hinkson and Elias, 2011; Levy et al., 1996) lors de l’association 
mutuelle de ses membres.  
 Il a été démontré que des mécanismes de compétition directe entre l’α-parvine et la β-
parvine d’une part, et entre les deux membres des protéines PINCH d’autre part, contrôlent 
l’accès et l’association de chaque membre de ces deux familles de protéine adaptatrice à leur site 
de liaison unique présent sur l'ILK (Chiswell et al., 2010; Fukuda et al., 2011; Zhang et al., 
2004). Ainsi, dans le contexte des cellules HIEC V5-ILKwt où seule l’ILK est exprimée de façon 
exogène, il est conséquent d’assumer que les mêmes mécanismes de compétition directe 
contrôlent à l’inverse l’association de la forme endogène et de la forme exogène de l’ILK avec 
les quantités plus limitées des autres protéines endogènes du complexe PIP. Dans ce cas, 
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l’hypothèse de la stabilisation coopérative des membres de ce complexe propose que notre 
incapacité à surexprimer l’ILK de type sauvage chez les cellules HIEC V5-ILKwt peut 
s’expliquer par un nivellement stoechiométrique du bassin cellulaire total de l’ILK (endogène + 
V5-ILKwt) aux quantités endogènes plus basses de PINCH et/ou des parvines. Ce processus 
serait médié par la dégradation rapide des bassins excédentaires et demeurant libres (hors du PIP) 
des formes endogènes et exogènes de l’ILK. Ce scénario est également conforté par les faibles 
niveaux protéiques du variant muté V5-ILKkd que nous avons détecté chez les cellules HIEC 
V5-ILKkd. Puis, par le fait que contrairement à la construction V5-ILKwt chez les cellules HIEC 
V5-ILKwt, l’expression du V5-ILKkd n’induit pas de diminution apparente de l’ILK endogène 
chez les cellules HIEC V5-ILKkd. En effet, la mutation spécifique E359K de la construction V5-
ILKkd a précédemment été décrite pour empêcher la formation du complexe PIP et le 
recrutement de l’ILK dans les FAs en inhibant l’association entre l’ILK et les membres des 
parvines (Nikolopoulos and Turner, 2001; Nikolopoulos and Turner, 2002). Cependant, puisque 
nous détectons tout de même des quantités non négligeables du marqueur moléculaire V5 chez 
les cellules HIEC V5-ILKkd, cela tend à démontrer qu’une portion du bassin cellulaire total de 
l’ILK peut être maintenue — que ce soit de façon stable ou transitoire — sans être associée aux 
membres des parvines.  
Notre incapacité à exprimer des niveaux pratiques des constructions V5-ILKwt et V5-
ILKkd chez les cellules HIEC peut sembler surprenante considérant que la littérature montre 
qu’il est possible de surexprimer l’ILK de type sauvage et ses variants mutés chez de nombreux 
modèles cellulaires aux origines variées (Cordes, 2004; Huang et al., 2006; Khyrul et al., 2004; 
Somasiri et al., 2001). En plus des différences concernant les approches expérimentales (p. ex. 
l’établissement de lignées dérivées de clones sélectionnées pour leurs niveaux d’expression 
élevés de l’ILK (Delcommenne et al., 1998; Hannigan et al., 1996)), des distinctions dans la 
dynamique fonctionnelle entre les membres du complexe PIP selon le contexte et/ou le type 
cellulaire peuvent également expliquer cette disparité entre la littérature et nos résultats chez les 
cellules HIEC. Par exemple, deux modes distincts d’interactions et de recrutement de l’ILK et de 
ses partenaires habituels de l'hétérotrimère PIP dans les sites d’adhésion ont été identifiés chez la 
drosophile, dont un chez les cellules épithéliales des ailes où les trois protéines du complexe sont 
interdépendantes (Vakaloglou and Zervas, 2012). De plus, l’existence de distinctions dans la 
dynamique fonctionnelle des membres du complexe PIP entre les différents types cellulaires de 
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mammifères est également démontrée. Ainsi, chez certains modèles cellulaires le recrutement de 
l’ILK dans les FAs dépend de son interaction directe et/ou indirecte avec la protéine adaptatrice 
paxilline (Nikolopoulos and Turner, 2001; Nikolopoulos and Turner, 2002). Alors que chez 
d’autres, il semble que ce ne soit pas le cas (Stanchi et al., 2009; Wickstrom et al., 2010b). 
Finalement, contrairement à ce qui était initialement présumé et généralisé pour l’ensemble des 
lignées cellulaires en culture, il a été établi par les travaux de Sandfort et coll. (2010) qu’il existe 
souvent peu de corrélation entre les niveaux protéiques des membres du complexe PIP chez les 
lignées cellulaires d’origines cancéreuses (p. ex. A549, MDA-MB231, CCL221) (Sandfort et al., 
2010). Globalement, ces informations suggèrent que l’équilibre relativement direct qui est 
maintenu entre les niveaux des membres du complexe PIP chez les cellules HIEC et Caco-2/15 
soit une caractéristique du mode relationnel existant entre ces protéines chez les CEIs.  
Il est typiquement considéré que l’assemblage du complexe PIP s’effectue dans le 
compartiment cytoplasmique et que l’adhésion cellulaire permet la translocation hâtive de ce 
complexe vers les FAs (Wickstrom et al., 2010b; Zhang et al., 2002). Or, il a été démontré que 
l’ILK contribue à la stabilisation membranaire des intégrines dans les FAs (Mainali and Smith, 
2013). De plus, des travaux chez la drosophile indiquent que dans cet organisme l’ILK et la sous-
unité β des intégrines sont réparties au sein de deux populations principales (Yuan et al., 2010). 
Soit une au renouvellement lent qui réside dans les FAs persistants. Puis, une autre plus mobile 
dont la distribution et la dynamique dépendent principalement des mécanismes d’endocytose de 
type clathrine-dépendant responsable de l’assemblage et du désassemblage des structures 
d’adhésion transitoires. Ainsi, le faible marquage résiduel des protéines du complexe PIP que 
nous avons décrit au niveau des FAs immatures des cellules HIEC siILK pourrait être associé à 
des sous-populations plus stables des membres du complexe PIP présentes dans les FAs 
persistants de ces cellules. Le marquage cytoplasmique variable de ces mêmes protéines serait 
dans ce cas possiblement formé — au moins en partie — par les sous-populations plus labiles de 
ces protéines qui sont associées aux vésicules endosomales et/ou avec d’autres structures du 
système endomenbranaire. Cette hypothèse pourrait être confirmée par des codétections en 
immunofluorescence des membres du complexe PIP et de protéines connues pour être 
spécifiquement associées avec les différentes structures de l’endosome telles que les membres de 
la famille Rab (Delevoye and Goud, 2015).  
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En résumé, les données analysées dans cette première partie de la discussion démontrent 
que l’expression du complexe PIP est cruciale pour la stabilisation et le maintien de l’essentiel 
des bassins cellulaires de ses membres chez les CEIs. De plus, elles suggèrent que le recrutement 
de ce complexe dans les sites d’adhésion des intégrines contribue également à la stabilisation de 
ses membres dans les FAs des CEIs en culture. 
 
4.2 Rôle de l’expression et de l’adhésion sur la fibronectine dans le contrôle des niveaux 
cellulaires et de la distribution de l’ILK chez les CEIs en culture 
 
À l’image du patron de distribution des membres du complexe PIP détecté à la base des CEIs de 
l’axe crypte-villosité humain, nos travaux et ceux d’études antérieures chez l’humain et le rat 
indiquent que la présence de fibronectine dans la MEC (et la lame basale) de la muqueuse 
intestinale est plus intense à la base des cryptes et qu’elle décroit rapidement dans les villosités 
(Beaulieu, 1992; Gagne et al., 2010; Quaroni et al., 1978; Simon-Assmann et al., 1986). Une 
corrélation entre l’expression de la fibronectine et les niveaux des membres du complexe PIP en 
fonction du contexte cellulaire (prolifératif vs différencié) existe également chez les cellules 
HIEC et les cellules Caco-2/15. Plus exactement, alors que les cellules HIEC et les cellules 
Caco-2/15 indifférenciées expriment des niveaux substantiels de fibronectine (Gagne et al., 
2010; Groulx et al., 2011; Vachon et al., 1995), l’induction forcée de la différenciation des 
cellules HIEC (thèse de doctorat; Yannick Benoit (2010)) et la progression du processus de 
différenciation chez les cellules Caco-2 cultivées à postconfluence (Levy et al., 1998; Vachon et 
al., 1995) entraine une diminution marquée de l’expression de cette protéine.  
En parallèle, nos travaux indiquent que l’adhésion des CEIs en culture sur la fibronectine 
stimule le recrutement du complexe PIP dans les sites d’adhésion cellule-MEC. Plus 
précisément, une portion importante du bassin cellulaire des membres du complexe PIP localise 
avec les FAs des cellules HIEC et ces cellules expriment et déposent efficacement leur MEC de 
fibronectine. Nous avons également établi que l’adhésion des cellules Caco-2/15 préconfluentes 
sur la fibronectine exogène augmente significativement le nombre moyen des plaques d’adhésion 
basale de type FA détectées par l’anticorps contre l’ILK en immunofluorescence. Or, les travaux 
de recherches antérieures par le Pr Vachon et ses collaborateurs ont montré d’une part que les 
cellules Caco-2/15 sous-confluentes déposent peu efficacement la fibronectine cellulaire qu’elles 
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sécrètent du côté de leur pôle membranaire ventral/basal (Vachon et al., 1995). Et d’autre part, 
que la déposition des principaux constituants de la lame basale intestinale – dont la fibronectine 
– à l’interface des cellules Caco-2/15 cultivées sur une couche de cellules mésenchymateuses 
intestinales humaines (HIM), provoque une redistribution de la sous-unité β1 des intégrines vers 
le pôle membranaire basal des cellules Caco-2/15 (Vachon et al., 1993). Les effets stimulants du 
substrat de fibronectine exogène sur la présence de l’ILK dans les plaques d’adhésion basale des 
cellules Caco-2/15 semblent ainsi associés à la redistribution des intégrines vers ces sites. Il 
serait pertinent de vérifier dans ce cas si le recrutement de l’ILK dans les FAs des cellules Caco-
2/15 est également associé à une augmentation des FAs marqués par la vinculine en 
immunofluorescence. Néanmoins, dans l'ensemble ces données indiquent que les interactions 
entre les intégrines et les constituants de la MEC — dont plus spécialement celles avec la 
fibronectine — stimulent le recrutement du complexe PIP dans les FAs des CEIs en culture.  
Il est connu que le complexe PIP peut s’associer avec les sous-unités β1 et β3 des 
intégrines (Wickstrom et al., 2010b). De plus, mes travaux et/ou ceux d’autres recherches 
indiquent que les intégrines α5β1 (HIEC et Caco-2), α8β1 (HIEC), αvβ3 (HIEC et Caco-2) et 
αvβ5 (Caco-2) sont exprimées et fonctionnelles pour l’adhésion RGD/fibronectine-dépendante 
chez les cellules HIEC et Caco-2/15 (Beausejour et al., 2013; Benoit et al., 2009; Coconnier et 
al., 1994; Gagne et al., 2010; Groulx et al., 2011; Walter et al., 1997). Le complexe PIP est donc 
susceptible d’interagir avec plusieurs types d’intégrines dans les sites d’adhésion cellule-MEC 
des CEIs en culture. Or, l’ILK et ses partenaires habituels du PIP sont en partie détectés selon un 
marquage linéaire perlé analogue de celui de l’intégrine α5β1 et de la tensine formant les FBs 
chez les cellules HIEC. Puis, nous avons clairement établi un lien fonctionnel entre l’expression 
de l’ILK et le processus de fibrillogénèse de la fibronectine chez les cellules HIEC (ce sujet sera 
analysé plus en profondeur dans la section 4.3 de la discussion). Ainsi, il semble que l’expression 
de l’ILK et la formation du complexe PIP chez les CEIs en culture pourraient être 
particulièrement importantes pour les fonctions de l’intégrine α5β1 qui est considérée comme la 
principale intégrine responsable de la fibrillogénèse de la fibronectine (Singh et al., 2010).  En ce 
sens, nos résultats s’accordent avec ceux de Wu et coll. qui rapportaient dès 1998 une 
augmentation significative de l’assemblage de la fibronectine, ainsi que de la codistribution entre 
l’ILK et l’intégrine α5β1 chez des clones de cellules IEC-18 exprimant une forme sauvage 
exogène de l’ILK (Wu et al., 1998). Dans la même optique, une étude réalisée en partie chez les 
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cellules Caco-2 par Camacho-Leal et coll. (2007), rapporte que la stimulation artificielle de 
l’agrégation de la molécule d’adhésion intercellulaire CEACAM6 induit le recrutement et 
l’activation de l’intégrine α5β1 — mais non de l’intégrine α2β1 — au sein de microdomaines 
membranaires spécifiques (Camacho-Leal et al., 2007). Ce phénomène est corrélé avec le 
recrutement PI3K-dépendant de l’ILK au sein des mêmes microdomaines membranaires que 
l’intégrine α5β1. De plus, d’après cette étude l’inhibition de l’expression de l’ILK par un siRNA 
empêche les effets de l’agrégation de CEACAM6 conduisant (chez les cellules exprimant l’ILK) 
à une augmentation de l’adhésion des cellules sur la fibronectine. Ainsi, dans l’ensemble ces 
informations soutiennent un scénario où en réponse à la signalisation de type outside-in induite 
par les interactions initiales entre les intégrines des CEIs et la MEC, le recrutement de l’ILK et 
du complexe PIP dans les sites d’adhésion cellule-MEC soit important pour réguler les fonctions 
des intégrines et plus spécifiquement afin de réguler les fonctions de l’intégrine α5β1 envers la 
fibronectine.  
D’autre part, il est connu que la progression du processus de différenciation des cellules 
Caco-2/15 est associée avec une inhibition de l’expression de l’intégrine α5β1 (Beausejour et al., 
2013), de même qu’avec une redistribution latérale de cette intégrine lors des stades précoces de 
ce processus (Coconnier et al., 1994). Ainsi, en plus d’être distribuée dans les sites d’adhésion 
cellule-MEC, l’intégrine α5β1 localise également au niveau des sites de contact intercellulaire 
chez les cellules Caco-2 formant une monocouche (Coconnier et al., 1994; Vachon et al., 1993). 
Cette distribution cellulaire particulière de l’intégrine α5β1 se fait sans la fibronectine (Larjava et 
al., 1990) et en ce sens, des travaux plus récents chez les fibroblastes embryonnaires de souris 
démontrent que l’adhésion de ces cellules sur la fibronectine contrôle la distribution de 
l’intégrine α5β1 – dans un complexe avec la tensine, la N-cadhérine et la β-caténine — entre les 
sites d’adhésion cellule-MEC et les sites d’adhésion cellule-cellule de type jonction adhérente 
(Lefort et al., 2011). Or, rappelons que nous avons montrés que l’augmentation de l’ILK au 
niveau des plaques d’adhésion de type FA chez les cellules Caco-2/15 adhérées sur la 
fibronectine exogène coïncide avec une diminution significative de la détection de l’ILK au 
niveau de l’interface membranaire latérale des cellules adjacentes. Ces informations soulèvent 
donc la possibilité intrigante que les mécanismes associés au contrôle de la distribution cellulaire 
de l’intégrine α5β1 (et/ou d’un autre type d’intégrine) par la fibronectine puissent être impliqués 
avec la redistribution de l’ILK que nous avons dénotée lorsque les cellules Caco-2/15 atteignent 
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la confluence. Plus précisément, la dégression de l’expression de la fibronectine chez les cellules 
Caco-2/15 confluentes pourrait entrainer la redistribution intégrine-dépendante du complexe PIP 
(et/ou d’un autre type d’intégrine) vers les domaines membranaires latéraux de ces cellules. Puis, 
l’inhibition progressive de l’expression de l’intégrine α5β1 chez les cellules Caco-2/15 se 
différenciant pourrait interférer avec la stabilisation du complexe PIP et conduire à la 
dégradation de ses membres. Évidemment, ce mécanisme demeure totalement spéculatif 
considérant que nous n’avons pas démontré que l’ILK localise précisément dans les sites 
d’adhésion intercellulaire des cellules Caco-2/15, ni étudié spécifiquement les processus régulant 
la distribution cellulaire de l’ILK chez ce modèle des CEIs. Toutefois, la confirmation d’une 
association fonctionnelle entre l’ILK et l’intégrine α5β1 (et/ou d’un autre type d’intégrine) 
appuierait la possibilité de l'implication de ce mécanisme dans les effets de l'adhésion sur la 
fibronectine sur la distribution de l’ILK entre les sites d’adhésion cellule-MEC et l’interface 
membranaire latérale des cellules Caco-2/15, mais également dans la régulation de la distribution 
de l’ILK lorsque ces cellules atteignent la confluence et se différencient.  
Pour terminer, il est intéressant de faire un rapprochement entre la régulation de la 
distribution cellulaire de l’ILK par la fibronectine chez les cellules Caco-2/15 et la redistribution 
du bassin de l’ILK des FAs vers les sites d’adhésion intercellulaire qui a été décrite par Vespa et 
coll. (2003, 2005) (Vespa et al., 2005; Vespa et al., 2003). Ces études rapportent en outre que 
l’intégrité structurale et fonctionnelle de l’ILK est importante afin de ne pas interférer avec la 
cinétique de formation des jonctions serrées chez des cultures primaires de kératinocytes 
artificiellement induites à se différencier par la technique du « calcium switch ». Et d’autre part, 
avec la translocation initiale de la E-cadhérine et de la β-caténine vers les jonctions adhérentes en 
formation de ces cellules (Vespa et al., 2005). Ainsi, dans la mesure où l’adhésion sur la 
fibronectine inhibe le recrutement des membres des cadhérines dans les sites d’adhésion 
intercellulaire des cellules épithéliales polarisées (Sakai et al., 2003a; Weber et al., 2011), il 
serait pertinent de vérifier l’implication potentielle de l’ILK et ses partenaires dans les premières 
étapes de l’élaboration des sites d’adhésion intercellulaire des cellules Caco-2/15. Cependant, 
une telle contribution serait facultative pour le processus de différenciation de ces cellules 
puisque nos travaux indiquent que l’inhibition de l’expression de l’ILK n’affecte pas 
l’expression de marqueurs de différenciation des cellules Caco-2/15 confluentes.  
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Dans l’ensemble, les données discutées dans ce segment de la discussion proposent 
l’existence d’un lien fonctionnel direct dans la régulation de l’expression spatio-temporelle du 
complexe PIP,  des intégrines (et plus particulièrement de l’intégrine α5β1) et de la fibronectine 
chez les CEIs.   
 
4.3 Le rôle de l’ILK dans l’assemblage de la forme soluble de la fibronectine endogène 
concerne spécifiquement les étapes permettant d’initier le processus de fibrillogénèse 
 
À l’image de ce qui a précédemment été rapporté chez les cellules IEC-18 et d’autres types de 
modèles cellulaires (Chen et al., 2006; Guo and Wu, 2002; Li et al., 2009; Lorenz et al., 2007; 
Shi et al., 2008; Stanchi et al., 2009; Vouret-Craviari et al., 2004; Wu et al., 1998), il existe une 
corrélation entre les niveaux d’expression de l’ILK et la capacité des cellules HIEC à assembler 
une matrice de fibronectine fibrillaire. Une étude phare de Stanchi et coll. (2009) rapporte à ce 
sujet que chez les fibroblastes embryonnaires de souris le complexe PIP sert de plateforme pour 
le recrutement de la tensine dans les FAs. Cette fonction est critique dans le renforcement du lien 
intégrine-actine permettant la ségrégation des FBs et la fibrillogénèse de la fibronectine chez ces 
cellules (Stanchi et al., 2009). Ces auteurs suggèrent de plus qu’à l’image des invertébrés, ce 
mécanisme serait constitutif chez les cellules de mammifères. En ce sens, le complexe PIP est en 
général considéré comme un constituant essentiel pour la stabilité de l’interface intégrine/actine 
(Ghatak et al., 2013). Pourtant, ce mécanisme ne concorde pas avec le fait que le processus de 
fibrillogénèse de la fibronectine est restauré chez les cellules HIEC siILK cultivées sur un 
substrat de fibronectine exogène. De plus, il est possible de relever des différences significatives 
entre les résultats de Stanchi et coll. (2009) et ceux que nous avons obtenus chez les cellules 
HIEC. D’abord, alors que la tensine cesse de localiser dans les FAs des fibroblastes ILK-/- 
(Stanchi et al., 2009), la tensine est toujours recrutée dans les FAs immatures des cellules HIEC 
siILK et demeure bloquée dans ces structures lorsque ces cellules sont cultivées sur une surface 
N.R. La formation des FBs et le marquage fibrillaire de la tensine et la fibrillogénèse de la 
fibronectine sont de plus rétablis lorsque les cellules HIEC siILK sont cultivées sur la 
fibronectine exogène. D’autre part, alors que Stanchi et coll. rapportent que la stimulation de la 
contractilité cellulaire RhoA-dépendante cause le détachement des faisceaux de filaments 
d’actine associés aux sites d’adhésion cellule-MEC, suivit d’un désétalement des fibroblastes 
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ILK-/- adhérés sur la fibronectine exogène (Stanchi et al., 2009). Des conditions expérimentales 
équivalentes lors de nos essais de stimulation avec le sérum bloquent complètement le 
désétalement des cellules HIEC siILK qui est normalement observé lorsque ces mêmes essais 
sont exécutés sans le substrat exogène de fibronectine. En ce qui nous concerne, nous ne 
pouvons exclure que les bassins résiduels des membres du complexe PIP qui demeurent détectés 
dans les FAs immatures en condition d’inhibition de l’expression de l’ILK puissent permettre le 
recrutement de la tensine et que cela contribue à la stabilisation de l’interface intégrine-actine des 
cellules HIEC siILK sur la fibronectine exogène. Cependant, contrairement aux effets de ce 
substrat chez ces cellules, la seule présence de tensine dans les FAs immatures des cellules HIEC 
siILK cultivées sur une surface N.R. est à l’évidence insuffisante pour permettre à ces cellules 
d’assembler la fibronectine endogène soluble en matrice fibrillaire. Ainsi, considérant qu’il a 
précédemment été établi que la cohésion du lien adhésif cellule-MEC est typiquement 
proportionnelle à la densité des complexes intégrine α5β1-fibronectine (Garcia et al., 1998b; 
Garcia et al., 1998c; Roca-Cusachs et al., 2009), cela suggère fortement que le substrat de 
fibronectine exogène qui est convertit en MEC fibrillaire permet de restaurer les propriétés de la 
MEC et/ou du lien intégrine-MEC des cellules HIEC siILK. Cela expliquerait donc pourquoi ces 
cellules sont en mesure de soutenir leur adhésion/étalement périphérique suivant l’augmentation 
brusque des forces de tension contractile lors des essais de stimulation au sérum. Corolairement, 
à l’image du détachement entre la membrane plasmique et la MEC qui est rapporté chez les 
cellules musculaires de souris et de poisson-zèbres déficientes pour l’expression de l’ILK (Postel 
et al., 2008; Wang et al., 2008a), le phénomène de collapse de la membrane plasmique des 
cellules HIEC siILK stimulé par le sérum sur une surface N.R. peut selon toute vraisemblance 
être attribué au détachement des sites d’adhésion cellule-MEC périphérique de ces cellules 
(Gilcrease, 2007). Prises ensemble, ces informations indiquent que le rôle de l'ILK et du 
complexe PIP dans la fibrillogénèse de la fibronectine endogène soluble permet la consolidation 
de l’interface cellule/MEC des cellules HIEC cultivées sur une surface N.R. Qui plus est, nos 
résultats démontrent clairement que le rôle de l’ILK et du complexe PIP dans la fibrillogénèse de 
la forme soluble de la fibronectine chez les cellules HIEC nécessite une contribution différente 
que celle impliquant le complexe PIP dans le recrutement de la tensine et la stabilisation du 
l’interface intégrine-actine.  
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La voie RhoA/ROCK/pS19MLC est typiquement considérée comme centrale dans la 
formation des fibres de stress permettant l’assemblage de la fibronectine (Zhong et al., 1998). En 
ce sens, nous avons montré que l’inhibition pharmacologique de ROCK enraye la déposition de 
la fibronectine endogène chez les cellules HIEC (siCNS). Or, plusieurs études rapportent que 
l’ILK régule l’activité de RhoA et le niveau de pS19MLC par des fonctions intracellulaires 
directes (Barker et al., 2005; Deng et al., 2002; Huang et al., 2006; Khyrul et al., 2004; Kiss et 
al., 2002; Kogata et al., 2009; Maier et al., 2008; Muranyi et al., 2002; Pereira et al., 2009). Cela 
suggère à l’évidence que chez les CEIs, l’ILK pourrait également contribuer directement à la 
stimulation des fonctions de RhoA dans l’assemblage de la fibronectine. Toutefois, les niveaux 
de RhoA membranaires actifs et de pS19MLC sont totalement rétablis chez les cellules HIEC 
siILK cultivées sur la fibronectine exogène. Cela démontre donc que les fonctions 
intracellulaires putatives directes de l’ILK ne sont pas déterminantes pour la stimulation de la 
voie RhoA/ROCK/pS19MLC permettant l'assemblage de la fibronectine chez les cellules HIEC. 
Ainsi, cela tend à démontrer que la baisse substantielle de l’activité de cette voie chez les cellules 
HIEC siILK cultivées sur une surface N.R. résulte de l’entrave de l’assemblage de la fibronectine 
soluble en matrice fibrillaire dans ces conditions. Corolairement, cela indique que le rôle du 
complexe PIP dans l’assemblage de la fibronectine chez les cellules HIEC serait indirectement 
impliqué dans la stimulation de la voie RhoA/ROCK/pS19MLC par les effets mécanodépendants 
de la matrice de fibronectine fibrillaire sur l’activation optimale de cette voie. Cette 
interprétation de nos résultats s’accorde d’ailleurs avec le fait qu’il soit établi dans la littérature 
que les interactions spécifiques permettant à l’intégrine α5β1 d’assembler la forme soluble de la 
fibronectine en matrice fibrillaire conduisent à la stimulation de RhoA (Huveneers and Danen, 
2009; Morgan et al., 2009). Puis, avec le fait qu’il soit également connu que les mécanismes 
mécanosensitifs associés aux structures d’adhésion cellulaire modulent en permanence l’activité 
de la voie RhoA/ROCK afin que les forces contractiles développées par les faisceaux 
d’actomyosine soient en équilibre constant avec les propriétés mécaniques (rigidité vs élasticité) 
de la MEC (Hocking et al., 2000; Moore et al., 2010). 
Deux questions émergent donc à la lumière des données discutées jusqu’à maintenant dans 
cette section, soit : 1) quel est le rôle de l’ILK et du complexe PIP dans les mécanismes 
responsables de la fibrillogénèse de la fibronectine des CEIs? 2) Comment réconcilier ce rôle 
avec le fait que nos résultats démontrent que l’inhibition de l’expression de l’ILK chez les 
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cellules HIEC (siILK) enraye la fibrillogénèse de la forme soluble de la fibronectine endogène, 
mais non celle de la fibronectine exogène adsorbée?  
En ce qui concerne la première question, nos résultats suggèrent que l’expression de l’ILK 
et du complexe PIP chez les CEIs soit importante pour l’intégrité des interactions fonctionnelles 
entre l’intégrine α5β1 et la fibronectine au niveau des sites d’assemblage de la fibronectine. 
D’abord, selon le modèle switchblade de l'activation des intégrines, la conformation active de 
l’intégrine α5β1 1) présente le site de liaison à la séquence RGD, 2) permet l’échafaudage du lien 
cytoplasmique avec le réseau de microfilaments d’actine et 3) stimule le recrutement de cette 
intégrine dans les sites d’adhésion cellule-MEC (Askari et al., 2009; Mould et al., 1997; Takagi, 
2004; Takagi et al., 2003). Or, chez les cellules HIEC siILK cultivées sur une surface N.R., 
l’anticorps mAB16 — qui en principe reconnait en immunofluorescence les formes actives de 
l’intégrines α5β1 dont le site de liaison à la séquence RGD est allostériquement accessible — 
détecte principalement l’intégrine α5β1 au niveau de certains FAs immatures et des fibres de 
stress dorsales et arcs transverses qui leur sont associées. Cela indique que l’expression de l’ILK 
et du complexe PIP ne joue pas un rôle essentiel pour l’activation de l’intégrine α5β1 chez les 
cellules HIEC. Pour sa part, la tensine est également détectée sur la face interne des FAs 
immatures chez les cellules HIEC siILK. De façon intéressante, ce sont précisément ces mêmes 
structures de l’axe intégrine-actine (FAs immatures, fibres dorsales et transverses) qui sont 
impliquées dans l’élaboration des FBs et des fibres de stress ventrales lors du processus 
d’étalement anisotropique (Tojkander et al., 2012). Prises ensemble, ces informations indiquent 
que l’inhibition de l’expression de l’ILK (et du complexe PIP) chez les cellules HIEC n’empêche 
pas l’activation de l’intégrine α5β1 et le recrutement des principaux constituants des FBs (α5β1, 
tensine) dans les structures de l’axe intégrine-actine qui sont normalement impliquées dans 
l’initiation de l’assemblage de la fibronectine et la formation des FBs.  
D’autre part, bien qu’à l’évidence les immunofluorescences avec l’anticorps HFN 7.1 – qui 
reconnait un site cryptique entre les sites PHSRN/synergie et RGD de la fibronectine – détectent 
moins de fibronectines à la surface des cellules HIEC siILK cultivées sur une surface N.R., 
plusieurs de ces cellules forment toujours des agrégats de fibronectine préfibrillaire. Ces agrégats 
colocalisent avec l’intégrine α5β1 dans de courtes structures linéaires perlées qui ont tendance à 
se concentrer selon le même type d’organisation que les structures de l’axe intégrine-actine près 
de la lame intérieure de la membrane plasmique des HIEC siILK. Cette région correspond 
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également avec la région de la membrane plasmique où est normalement initié l’assemblage de 
la fibronectine préfibrillaire en MEC fibrillaire à la surface des cellules (Baneyx et al., 2001; 
Tomasini-Johansson et al., 2006). Or, selon les modèles courants, l’auto-association de la 
fibronectine et l’agrégation des intégrines se font en parallèle et ces deux processus sont 
importants pour induire les conformations intermédiaires partiellement étirées de la fibronectine 
qui permettent d’enclencher le processus de fibrillogénèse (Baneyx et al., 2002; Gudzenko and 
Franz, 2015; Schwarzbauer and DeSimone, 2011; Singh et al., 2010). Considérant ces dernières 
informations, il semble peu probable que l’inhibition de l’expression de l’ILK empêche 
l’association initiale de la fibronectine soluble avec les intégrines. Ce serait plutôt les étapes 
permettant à l’intégrine α5β1 d’initier la fibrillogénèse à partir des conformations intermédiaires 
adoptées par la fibronectine préfibrillaire à partir la forme soluble initiale de cette protéine qui 
seraient entravées au niveau des sites de formation des FBs des cellules HIEC siILK.  
Pour ce qui est de la deuxième question, nos résultats suggèrent que ce sont les 
modifications de la conformation des homodimères de fibronectine exogène adsorbée qui 
permettent d’outrepasser le rôle de l’ILK et du complexe PIP dans l’initiation de l’assemblage de 
la fibronectine chez les cellules HIEC siILK cultivées sur ce substrat de remplacement.  En effet, 
il est bien connu que l’adsorption de la fibronectine modifie sa conformation et que l’intégrine 
α5β1 est sensible à ces modifications (Faucheux et al., 2006; Garcia et al., 1999; Keselowsky et 
al., 2003). Par exemple, il est rapporté que l’adsorption de la fibronectine au polystyrène traité 
des pétris permet l’extension de la fibronectine en conformation « préstressée » présentant les 
sites cryptiques de liaison aux intégrines, ce qui augmente par le fait même la capacité de 
l’intégrine α5β1 — mais non de l’intégrine αvβ3 — à utiliser la fibronectine (Garcia et al., 1999; 
Keselowsky et al., 2003). L’adsorption de la fibronectine serait donc suffisante afin de secourir 
sa fibrillogénèse en condition d'inhibition de l'expression de l'ILK. D’autre part, les changements 
de conformation de la fibronectine dépendent de ses interactions avec la surface du support 
matériel (Garcia et al., 1998a; Ogawa et al., 2015). Considérant que l’adsorption de la 
fibronectine est en principe bloquée par l’occupation préalable des sites chargés de la surface des 
pétris par les protéines du milieu de culture cellulaire (Grinnell and Feld, 1982), cela explique 
potentiellement pourquoi contrairement à la fibronectine adsorbée, la fibronectine endogène 
soluble sécrétée dans le milieu des cellules HIEC siILK cultivées sur une surface N.R. n’est pas 
assemblée par ces dernières. Cela expliquerait également pourquoi contrairement au substrat de 
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fibronectine exogène adsorbée, la fibronectine exogène soluble ajoutée dans le milieu de ces 
cellules lorsqu’elles sont précultivées sur une surface N.R. n'a pas permis de secourir leur 
phénotype contractile. Par ailleurs, nous avons pu visualiser la couche de fibronectine 
plasmatique humaine (sans les cellules) déposée sur les lamelles de verre avec l’anticorps HFN 
7.1, ce qui confirme qu’au moins une portion de la fibronectine déposée sur ce verre adopte une 
conformation préstressée sans nécessiter la présence des sites chargés (Faucheux et al., 2006; 
Garcia et al., 1999). Cela propose par le fait même que ce sont les conformations de la 
fibronectine exogène adsorbée et non les effets mécanodépendants permis par les caractéristiques 
mécaniques du substrat de fibronectine exogène qui permettent de secourir le phénotype 
contractile des cellules HIEC siILK. Cette interprétation de nos résultats est d’ailleurs appuyée 
par la démonstration par Carrarer et coll. (2013) que les effets de la conformation de la 
fibronectine priment sur les effets mécanodépendants de la rigidité du substrat en ce qui a trait à 
la régulation du processus d’assemblage de la fibronectine (Carraher and Schwarzbauer, 2013). 
Dans le même ordre d’idée, le fait que les cellules HIEC siILK ensemencées sur un 
substrat de collagène I exogène récupèrent partiellement leur capacité à assembler la fibronectine 
endogène soluble en matrice fibrillaire insoluble au détertergent désoxycholate suggère que ce 
sont les interactions entre la fibronectine endogène et le collagène I qui permettent de court-
circuiter le rôle de l’ILK et du complexe PIP dans ce processus. Dans ce cas, il faut savoir que 
l’assemblage des fibrilles de collagène I dans la MEC se fait en collaboration avec le processus 
de fibrillogénèse de la fibronectine (Kadler et al., 2008) et que les interactions entre le collagène 
I et la fibronectine sont rapportées pour moduler les fonctions de cette dernière (Garcia et al., 
1999; Sottile et al., 2007). Par exemple, il est connu que la déposition de la fibronectine soluble à 
la surface d’un substrat de collagène génère des interactions qui entrainent l’exposition de sites 
cryptiques de la fibronectine et l’adoption par cette dernière d’une conformation décrite comme 
étant particulièrement favorable pour la liaison à l’intégrine α5β1 (Garcia and Boettiger, 1999). 
Remarquablement, les travaux de Groulx et coll. (2011) dans le laboratoire du Pr Beaulieu ont 
démontré que le collagène VI qui est exprimé et assemblé dans la MEC par les cellules HIEC a 
des effets opposés sur l’intégrine α5β1 et que cela contribue à réguler négativement la déposition 
RhoA/ROCK-dépendante de la fibronectine chez ce modèle de CEI (Groulx et al., 2011). Dans 
l’ensemble, les effets réhabilitants des substrats exogènes de fibronectine et de collagène I sur le 
processus de fibrillogénèse en condition d’inhibition de l’expression de l’ILK s’accordent avec 
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l’hypothèse que le rôle de l’ILK et du complexe PIP dans l’initiation de l’assemblage de la 
fibronectine endogène concerne la mise en place des interactions opérantes entre l’intégrine α5β1 
et ses sites d’interactions spécifiques sur la fibronectine.  
De façon plus générale, les données présentées dans cette section supportent que chez les 
CEIs la fibronectine, l’intégrine α5β1, le complexe PIP et le réseau de filaments d’actine forment 
l’axe fonctionnel fibronectine-intégrine/PIP-actine servant spécifiquement à enclencher 
l’assemblage de la fibronectine à partir de sa forme soluble initiale lors des étapes précoces du 
processus de fibrillogénèse. 
 
4.4 Proposition de mécanismes généraux par lesquels l’ILK pourrait réguler les interactions 
fonctionnelles entre l’intégrine α5β1 et la fibronectine  
 
Une méta-analyse statistique récente de Horton et coll. (2015) intégrant les données de leur 
analyse protéomique des sites d’adhésion des intégrines chez les fibroblastes de souris aux 
données provenant des principaux travaux de recherches antérieures du même type chez d’autres 
modèles cellulaires (p. ex. K562, A375, HFF), classe l’axe PINCH-ILK-kindline parmi les 
quatre principaux axes fonctionnels cellulaires des FAs (Horton et al., 2015). Remarquablement, 
cette même étude rapporte que l’ILK, PINCH-1 et l’α-parvine — avec les intégrines α5β1, αvβ3 
et les partenaires du complexe PIP paxilline, IQGAP1 et Rsu-1 — compte parmi les 63 
principales protéines du « méta-adhesome » dont l’augmentation dans les sites d’adhésion des 
intégrines est la plus marquée et consensuelle chez les cellules qui adhèrent sur la fibronectine 
(Horton et al., 2015). Des travaux supplémentaires seraient évidemment nécessaires afin 
d’identifier les intégrines et les mécanismes précis impliquant l’ILK et le complexe PIP dans le 
processus de fibrillogénèse chez les CEIs. Toutefois, plusieurs informations provenant de la 
littérature sont compatibles avec nos résultats et nous permettent de proposer deux mécanismes 
généraux par lesquels l’expression de l’ILK et du complexe PIP pourrait réguler les interactions 
entre l’intégrine α5β1 et la fibronectine afin de permettre la fibrillogénèse. 
En premier lieu, il est possible que le recrutement du complexe PIP aux sites d’adhésion 
cellule-MEC permette de moduler la conformation active de l’intégrine α5β1 afin d’aligner 
correctement ses sites d’interactions avec la fibronectine préfibrillaire. Ce rôle permettrait ainsi 
d’augmenter l’affinité et la stabilité du complexe α5β1-fibronectine et ainsi de procéder aux 
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étapes subséquentes de l’initiation du processus de fibrillogénèse. Ce mécanisme est suggéré par 
le fait qu’il est bien établi par la littérature que les intégrines actives adoptent différentes 
conformations présentant différents niveaux d’affinités pour leur ligand (Mould and Humphries, 
2004). En outre, l’utilisation lors de différentes recherches d'une variété d'anticorps modulant 
l’état d’activation de l’intégrine α5β1 à permis d’identifier plusieurs conformations actives 
distinctes de l’intégrine α5β1 supportant différentes forces de liaison à la fibronectine par ses 
séquences RGD du domaine FNIII10 et PHSRN/synergie du domaine FNIII9 (Danen et al., 1995; 
Garcia et al., 2002; Garcia et al., 1998c). Or, au moins une de ces conformations a été identifié 
pour stimuler la translocation interne de cette intégrine et l’assemblage de la fibronectine 
fibrillaire par les FBs (Clark et al., 2005). De plus, rappelons que ce sont les interactions 
spécifiques permises par l’orientation et la distance précise entre la séquence RGD et 
PHSRN/synergie de la fibronectine et leur site d’interaction sur l’intégrine α5β1 qui supporte 
l’effet synergique responsable de la prise en charge efficace de la tension contractile, de même 
que la capacité de cette intégrine à assembler la fibronectine (Friedland et al., 2009; Huveneers et 
al., 2008; Keselowsky et al., 2003; Schmidt and Kao, 2007; Sechler et al., 1997). Dans ce 
contexte, il est invitant de faire un rapprochement entre ce mécanisme que nous proposons chez 
les CEIs et ce qui a précédemment été rapporté concernant les fonctions de l’ILK chez les 
plaquettes sanguines. En effet, il semble que les fonctions de l’ILK chez ce type cellulaire soient 
facultatives pour l’activation de l’intégrine αIIbβ3, mais importantes afin de réguler l’intégrité 
conformationnelle de la forme active de cette intégrine (Honda et al., 2009) et son affinité envers 
le fibrinogène (Honda et al., 2009; Pasquet et al., 2002; Tucker et al., 2008). Or, d’une part 
l’intégrine αIIbβ3 est la seule intégrine hormis α5β1 qui possède simultanément les sites de 
liaison pour les séquences RGD et PHSRN de la fibronectine (Leiss et al., 2008). Et d’autre part, 
le fibrinogène est également un ligand RGD-dépendant connu de l’intégrine α5β1 (Ly et al., 
2003). Les fonctions de l’ILK pourraient donc affecter l'affinité de ces deux intégrines pour leurs 
ligands RGD-dépendants d’une manière semblable. Par ailleurs, l’association entre le domaine 
cytoplasmique des intégrines et le complexe PIP pourrait réguler la stabilité du complexe α5β1-
fibronectine par les interactions directes de l’hétérotrimère avec les intégrines ou par ses 
fonctions adaptatrices pour d’autres protéines. Par exemple, il a été démontré que le recrutement 
de la kindline-2 aux sites d’adhésion des intégrines des cellules endothéliales stimule le 
recrutement de l’ILK dans ces formations (Montanez et al., 2008). Or, les kindlines sont 
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reconnues pour leur rôle dans la régulation des fonctions des intégrines (Bottcher et al., 2009; 
Montanez et al., 2008; Ussar et al., 2008). De plus, une étude récente démontre que le 
recrutement de la kindline-2 dans les FAs par le complexe PIP conduit à l’activation de 
l’intégrine α5β1 chez les fibroblastes NIH3T3 (Huet-Calderwood et al., 2014). Qu et coll. (2011) 
rapportent également que la kindline-2 stimule le processus de fibrillogénèse de la fibronectine 
chez les podocytes rénaux de façon PI3-K-dépendante. Dans ce cas, le recrutement de la 
kindline-2 aux intégrines de ces cellules se fait d’une façon indépendante de son association 
directe avec les phosphoinositides (Qu et al., 2011). Ainsi, sachant que le recrutement de l’ILK 
aux intégrines est stimulé par la PI3-K (Camacho-Leal et al., 2007; Delcommenne et al., 1998; 
Wang et al., 2011; Yuan et al., 2011), il serait pertinent d’analyser si des interactions potentielles 
entre l’ILK et les membres des kindlines contribuent aux fonctions de l’axe fibronectine-
α5β1/PIP-actine dans l’initiation de la fibrillogénèse de la fibronectine chez les CEIs. À ce sujet, 
il est intéressant de mentionner que des analyses par immunobuvardages et par 
immunofluorescences que j’ai récemment (2016) effectuées ont permis de confirmer que la 
kindline-2 est exprimée par les cellules HIEC. De plus, j’ai dénoté que l’adhésion de ces cellules 
sur la fibronectine exogène stimule le recrutement de cette protéine et de l’intégrine α5β1 dans 
les FAs marqués par l’ILK chez ces cellules. Cependant, l’inhibition de l’expression de l’ILK 
n’empêche pas le recrutement de la kindline-2 dans les FAs des cellules HIEC siILK cultivées 
sur la fibronectine exogène (données préliminaires qui ne sont pas présentés dans les résultats).  
En deuxième lieu, il est également possible que le recrutement du complexe PIP vers les 
intégrines soit important afin de réguler correctement l’architecture moléculaire des sites 
d’adhésion cellule-MEC et que cela affecte les interactions fonctionnelles entre les intégrines et 
la fibronectine dans ces sites. Ce mécanisme est avant tout suggéré par une étude de Patla et coll. 
(2010) qui mentionne succinctement que le recrutement de l’ILK aux intégrines module 
l’empaquetage moléculaire des sites d’adhésion cellule-MEC (Patla et al., 2010). Or, il est connu 
que la géométrie interne des agrégats de complexe intégrine-ligand est centrale pour la valence 
des intégrines, c’est-à-dire pour leur capacité à engager un nombre optimal de liaisons avec leur 
ligand (Carman and Springer, 2003). L’espacement latéral des structures internes de l’axe MEC-
intégrine-actine est en outre guidé par la disposition de la séquence RGD dans le substrat 
d’adhésion et c’est la concordance entre cette disposition et l’espacement latéral des récepteurs 
intégrines qui ultimement permet la formation des fibres de stress ventrales parallèles et la 
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maturation des FAs (Cavalcanti-Adam et al., 2007; de Beer et al., 2010; Maheshwari et al., 2000; 
Patla et al., 2010). Or, les altérations aux fonctions cellulaires rapportées par plusieurs travaux de 
recherches étudiant les effets d’une organisation inappropriée de la séquence RGD dans le 
substrat d’adhésion (Cavalcanti-Adam et al., 2007; de Beer et al., 2010; Maheshwari et al., 2000) 
sont de façons générales comparables aux effets de l’inhibition de l’ILK chez les cellules HIEC 
siILK cultivées sur une surface N.R. Par exemple, à l’image de nos observations chez ces 
dernières, une étude effectuée par Lutz et coll. (2011) rapporte qu’un espacement inadéquat du 
peptide RGD inhibe le phénotype contractile des fibroblastes en culture. Qui plus est, cette 
inhibition est associée chez ces mêmes cellules avec avec une réduction marquée de la formation 
des FBs et des fibrilles de fibronectines, ainsi qu’avec le blocage de l’intégrine α5β1 dans les 
structures d'adhésion cellules-MEC immatures (Lutz et al., 2011). Ainsi, selon ce deuxième 
mécanisme que nous proposons, l’adhésion des cellules HIEC siILK sur la fibronectine exogène 
serait suffisante pour rétablir la valence des liaisons engagées entre l'intégrine α5β1 et la 
fibronectine en condition d’inhibition de l’ILK.  
 
4.5 L’ILK régule l’organisation de l’axe intégrine-actine des cellules HIEC indirectement par 
les effets stimulants de la fibronectine sur la voie RhoA/ROCK 
 
Il est typiquement considéré que les caractéristiques structurales et fonctionnelles de l’axe 
intégrine-actine sont en bonne partie dictées par l’influence des propriétés biomécaniques et 
biochimiques de la MEC sur les voies de signalisation régulées par les interactions intégrine-
ligand (Parsons et al., 2010; Reinhart-King, 2011; Schwartz, 2010). Par exemple, il est connu 
que l’engagement de l’intégrine α5β1 ou de l’intégrine αvβ3 suffit pour inhiber l’activité de 
RhoA lors des phases précoces de l’étalement des cellules épithéliales et fibroblastiques. 
Cependant, seule l’intégrine α5β1 — possiblement en coopération avec les effets de la tension 
locale sur l’activité des SFK et des GEF de RhoA (p. ex. p115RhoGEF et p190RhoGEF) — 
conduit à une activation forte et soutenue de RhoA lors des phases plus tardives de l’étalement 
(Danen et al., 2002; Huveneers and Danen, 2009; Morgan et al., 2009). De même, il est rapporté 
que la transition mécanodépendante du complexe α5β1-fibronectine vers sa forme plus stable et 
adhésive maximise l’autophosphorylation du résidu tyrosine Y397 de FAK qui est entre autres 
impliqué dans la formation du complexe Src-FAK (Friedland et al., 2009). À l’opposé, 
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l’intégrine αvβ3 est habituellement responsable de la stimulation des fonctions de Src menant à 
l’activation des GEF de Rac1 et de Cdc42 (p. ex. β-pix, Dock180-ELMO1), ainsi qu’à 
l’inhibition de RhoA par p190RhoGAP (Huveneers and Danen, 2009; Morgan et al., 2009).  
Nos résultats montrent pour leur part que les fonctions de l’axe fibronectine-intégrine/PIP-
actine dans l’assemblage de la matrice de fibronectine fibrillaire sont cruciales pour permettre à 
la MEC d’induire l’organisation contractile RhoA-dépendante habituelle de l’axe intégrine-
actine des cellules HIEC (caractérisée par la présence de fibres de stress ventrales parallèles, de 
FAs matures et de FBs). En effet, les cellules HIEC siILK sur une surface N.R. présentent une 
organisation précontractile de l’axe intégrine-actine typique de la fin de la phase isotropique de 
l’étalement cellulaire (Xiong et al., 2010; Zemel et al., 2010). Rappelons à ce propos, que malgré 
l’activité réduite de la voie RhoA en condition d’inhibition de l’expression de l’ILK, nous avons 
montré que dans cette condition les fonctions de la MLCK suffisent pour induire l’élaboration 
des FAs immatures, des fibres dorsales et des arcs transverses. Puis, tel que nous l’avons 
mentionné précédemment, nos données indiquent que l’ILK ne possède pas de fonctions 
signalétiques intracellulaires déterminantes envers la voie RhoA/ROCK chez les cellules HIEC. 
Ainsi, le rétablissement des structures de l’axe intégrine-actine représentatives du phénotype 
contractile chez les cellules HIEC siILK cultivées sur la fibronectine exogène est selon toute 
vraisemblance dû à la restauration du processus de fibrillogénèse de la fibronectine dans ces 
conditions. Dans ce cas, les interactions initiales des intégrines avec la matrice de fibronectine 
fibrillaire induiraient les mécanismes responsables de la stimulation optimale de l’activité de la 
voie RhoA/ROCK. Cette stimulation serait en parallèle associée avec la transition vers 
l’organisation contractile de cet axe lors du processus de l’étalement anisotropique des cellules 
HIEC (Danen et al., 2002; Scott et al., 2015). En plus de la participation plausible du complexe 
α5β1-fibronectine dans la signalisation procontractile, l’activation de la voie RhoA/ROCK par la 
fibronectine chez les CEIs dépend probablement également de la contribution signalétique 
d’autres types d'intégrines (Benoit et al., 2009; Groulx et al., 2011). Les travaux de Benoit et 
coll. (2009) dans le laboratoire du Pr Beaulieu ont notamment établi que l’adhésion RGD-
dépendante des cellules HIEC par l’intégrine α8β1 contribue à l’activation de la voie 
RhoA/ROCK, ainsi qu’à l’intégrité de l'organisation de l'axe intégrine-actine de ces cellules 
(Benoit et al., 2009). 
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Dans un tel contexte, comment réconcilier ces dernières conclusions avec l’épistémè 
actuelle concernant l’ILK qui considère cette protéine comme étant un élément important de la 
transduction et de l’intégration des voies de signalisation cellulaire de type outside-in stimulées 
par les intégrines (Cortez et al., 2011; Hannigan et al., 2011; Wickstrom et al., 2010b; Widmaier 
et al., 2012). Évidemment, il est possible que des distinctions fonctionnelles entre les CEIs et les 
autres types cellulaires puissent expliquer ces divergences. Toutefois, dans le cas particulier des 
fonctions signalétiques intracellulaires attribuées à l’ILK dans la régulation de l’activité de RhoA 
et/ou de l’organisation de l’axe intégrine-actine, il est important de considérer qu’au cours des 
années de nombreuses études ont été effectuées en envisageant cette protéine comme une 
véritable sérine/thréonine kinase ou en ne tenant pas compte de son rôle déjà connu envers la 
fibronectine. Par exemple, j'ai répertorié au moins deux situations où à l’occasion d’une 
publication des auteurs ont suggéré que des fonctions signalétiques directes de l’ILK puissent 
expliquer la participation de l’ILK dans la régulation de l’activité de RhoA (Maier et al., 2008; 
Vouret-Craviari et al., 2004). Puis, lors de publication ultérieure par les mêmes équipes de 
recherches, se sont ravisés pour ultimement concéder ces fonctions aux effets découlant du rôle 
de l’ILK dans l’assemblage de la fibronectine (Cseh et al., 2010; Lutz et al., 2010). Il est donc 
plus que possible qu’à d’autres occasions les effets fibronectine-dépendants de l’ILK aient été 
confondus pour des fonctions signalétiques intracellulaires de cette protéine. 
Néanmoins, nos observations en immunofluorescence chez les cellules HIEC siILK 
suggèrent que certaines fonctions signalétiques intracellulaires plus subtiles de l’ILK pourraient 
être impliquées dans la régulation de l’organisation locale des réseaux sous-corticaux de 
filaments d’actine. En effet, nous avons constaté que les cellules HIEC siILK qui adhèrent sur la 
fibronectine exogène ou qui sont traitées avec l’inhibiteur pharmacologique PP2 de l’activité des 
SFK, présentent souvent des protrusions membranaires atypiques, de même qu’une organisation 
anormale de leur réseau d’actine sous-membranaire périphérique. Or, les cellules HIEC siILK 
cultivées sur la fibronectine exogène présentent une légère augmentation des niveaux 
membranaires actifs de Cdc42. De plus, une tendance similaire, mais qui s’est avérée 
statistiquement non significative a également été détectée dans les mêmes conditions pour les 
niveaux membranaires de Rac1. Cela soulève donc la possibilité que l’utilisation d’une technique 
plus sensible — tel que les essais basés sur le pull-down de la forme active liée au GTP des Rho 
GTPases (Knaus et al., 2007) — nous aurait permis de confirmer cette légère augmentation de 
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l’activité de Rac1. Ainsi, lors de travaux ultérieurs il serait intéressant d’étudier l’implication du 
complexe PIP et de la fibronectine dans la régulation de l’activité de Cdc42 et de Rac1 chez les 
HIEC en culture normale avec cette technique. Cela permettrait de vérifier si un tel rôle est 
impliqué dans la régulation locale de l’organisation des réseaux sous-corticaux de filaments 
d’actine et des protrusions membranaires telles que les filopodes et les lamellipodes. Dans le 
même ordre d’idée, il est pertinent de souligner que plusieurs interactions du complexe PIP ont 
précédemment été décrites pour participer directement à la régulation de la dynamique des 
réseaux de microfilaments d’actine, et ce, chez une variété de modèles et de types cellulaires 
(Boulter et al., 2006; Legate et al., 2006). Mentionnons par exemple que les interactions directes 
ou indirectes (via l’α-actinine et la protéine paxilline kinase linker (PKL)) des membres des 
parvines peuvent permettre de recruter et de réguler les GEF α-pix et β-pix, de même que la GAP 
cdGAP au niveau des FAs, et ce, afin de moduler l’activité de Rac1 et/ou de Cdc42 (Boulter et 
al., 2006; LaLonde et al., 2006; Pignatelli et al., 2012; Rosenberger et al., 2003; Wormer et al., 
2012; Yamaji et al., 2004). Il a également été démontré que les interactions de PINCH-1 peuvent 
permettre au complexe PIP d'engager la protéine adaptatrice Nck-2 (Legate et al., 2006). Cette 
dernière étant entre autres impliquée dans le recrutement de la protéine Wasp afin que le 
complexe Arp2/3 puisse médier le branchement orthogonal des faisceaux d’actine-F sous-
membranaire lors de la formation des lamellipodes (Jaffe and Hall, 2005). Notons de plus que la 
protéine adaptatrice Nck-2 est également connue pour s’associer avec la GEF de Rac1 nommée 
Dock180. Finalement, Dock180 et l’ILK peuvent se complexer avec les protéines ELMO1/2. Or, 
dans ce contexte, cette dernière est impliquée dans le recrutement de RhoG afin de réguler 
l’organisation du cytosquelette d’actine par l’activation de Rac1 (Ho et al., 2009; Katoh et al., 
2006; Katoh and Negishi, 2003).  
Autrement, les interactions du complexe PIP chez les CEIs pourraient également moduler 
les processus d’assemblage et de désassemblage des faisceaux sous-corticaux d’actine-F. Par 
exemple, il est possible que la séquestration de la thymosine-β4 par PINCH-1 puisse moduler la 
disponibilité locale des monomères d’actine-G servant à l’élaboration des faisceaux de 
microfilaments d’actine (Legate et al., 2006). Il est également possible que les effets de 
l’adhésion à la fibronectine sur les interactions du complexe PIP et de ses membres individuelles 
puissent réguler les niveaux de pS3cofiline afin de contrôler la stabilité des faisceaux sous-
corticaux d’actine-F des CEIs. Ce processus pourrait impliquer par exemple la contribution du 
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complexe Src-ILK (Kim et al., 2008), la régulation de la voie Cdc42/PAK/LIM-K/cofiline par 
les interactions de PAK1 avec le complexe ILK/parvine/β-PIX (Pignatelli et al., 2012; Shibue et 
al., 2013) ou encore, l’inhibition de la phosphorylation de la cofiline par l’association de l’α-
parvine avec la kinase TESK1 (LaLonde et al., 2005).  
Dans un autre ordre d’idées, les données préliminaires provenant de l’analyse des 
conséquences de l’inhibition pharmacologique des SFK, de la PI3-K et des MAPK MEK et p38 
sur le cytosquelette d’actine des cellules HIEC révèlent que chacune de ces kinases est impliquée 
dans la régulation de l’organisation de l’axe intégrine-actine des CEIs. En somme, ces données 
indiquent que chez les cellules HIEC les fonctions des SFK et des kinases PI3-K sont 
respectivement importantes pour la formation des différents types de fibres de stress et pour la 
régulation des fibres de stress ventrales. À l’inverse, les kinases p38 et MEK inhibent le 
développement des fibres de stress ventrales. Nos données indiquent également que les fonctions 
des SFK contribuent au développement des fibres de stress ventrales — au moins en partie — en 
permettant de réguler négativement l’action des kinases p38 et des kinases MEK.  
Le rôle du complexe Src-FAK et de la PI3-K dans la régulation directe et/ou indirecte des 
membres des kinases MEK et p38 a déjà été démontré dans le contexte de l’étude de l’anoïkose 
chez les cellules HIEC par le laboratoire du Pr Vachon (Beausejour et al., 2012; Bouchard et al., 
2008). Or, ces mêmes voies de signalisation peuvent contribuer de plusieurs façons différentes à 
la régulation des caractéristiques structurales et fonctionnelles de l’axe intégrine-actine des CEIs. 
Par exemple, le complexe Src-FAK a été décrit pour induire le démantèlement des FAs chez les 
fibroblastes embryonnaires de souris en migration par un mécanisme impliquant la paxilline, la 
voie MEK/ERK et la MLCK (Webb et al., 2004). Puis, il est rapporté que la voie MEK/ERK 
stimule l’activité de la MLCK et la migration cellulaire (Klemke et al., 1997). Enfin, l’activation 
de la voie MEK/ERK inhibe les fonctions de ROCK et la formation des fibres de stress et des 
FAs chez les cellules endothéliales et fibroblastiques (Mavria et al., 2006; Pawlak and Helfman, 
2002). D’autre part, les kinases p38 sont des cibles directes et indirectes (via PAK-1) de Rac1 et 
Cdc42. Dans ce cas, elles agissent comme des protéines effectrices de ces deux Rho GTPases 
lors des étapes précoces du processus d’adhésion/étalement de différents types de modèles 
cellulaires (p. ex. CEI, fibroblaste) (Cargnello and Roux, 2011; Dobreva et al., 2006; Frey et al., 
2004; Zhang et al., 1995). Finalement, les kinases p38 peuvent phosphoryler et réguler les 
fonctions de la protéine Hsp-27 qui est impliquée dans le contrôle de la polymérisation de 
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l’actine-F lors de la formation des lamellipodes et des protrusions membranaires de type 
« blebbing » (Huot et al., 1998; Pichon et al., 2004). Évidemment, la contribution de l’un ou 
l’autre de ces mécanismes dans la régulation de l’organisation de l’axe intégrine-actine des 
cellules HIEC demeure spéculative. Néanmoins, ces exemples illustrent bien la variété des 
mécanismes pouvant potentiellement impliquer les kinases Src, PI3-K, MEK et p38 dans le 
contrôle de l’organisation de l’axe intégrine-actine. 
Dans la même optique, le fait que les kinases p38 soient rapportées pour être centrales dans 
les étapes précoces du processus d’adhésion/étalement s’accorde avec les résultats que nous 
avons obtenus lors de l’inhibition pharmacologique combinée des SFK (par le PP2) et des 
kinases p38 (par le SB203580). En effet, nos données indiquent que lorsque l’activité des SFK 
est inhibée, l’activité des kinases p38 permet de bloquer la formation des fibres de stress 
ventrales chez les cellules HIEC qui s’étalent sur une surface N.R., mais non chez les cellules 
HIEC sur la fibronectine exogène. Cela suggère par le fait même que le processus de 
déposition/assemblage de la fibronectine lors des phases plus tardives de l’étalement des cellules 
HIEC est important dans l’inhibition des fonctions anticontractiles des kinases p38 par les SFK. 
Cette interprétation de nos résultats concorde d’ailleurs avec les travaux de Zhang et coll. (2003) 
qui ont démontrés que l’adhésion sur la fibronectine bloque l’activation de p38 chez les cellules 
Caco-2 (Zhang et al., 2003b). Ainsi, le rôle de l’axe fibronectine-intégrine/PIP-actine pour 
l’assemblage de la fibronectine endogène soluble contribue plausiblement à l’inhibition des 
fonctions anticontractiles des kinases p38 lors des phases tardives de l’étalement des cellules 
HIEC. Cela propose donc que la stimulation des fonctions des SFK par les interactions des 
intégrines avec la fibronectine de la MEC conduit à l’inhibition des kinases p38 et que ce 
mécanisme signalétique puisse autoriser l’élaboration des fibres de stress ventrales lors de la 
transition vers la phase anisotropique de l’étalement des cellules HIEC. Toutefois, d’autres 
mécanismes et voies de signalisation sont sans aucun doute impliqués dans cette transition 
puisque les cellules HIEC siILK déjà étalées sur une surface N.R et traitées uniquement avec 
l’inhibiteur des kinases p38 conservent un étalement incomplet. D’autre part, les effets 
réhabilitants du substrat de fibronectine exogène sur la contractilité et l’étalement des cellules 
HIEC siILK tendent à démontrer que l'inhibition de l'expression de l'ILK n’aurait pas d'impact 
significatif sur les voies de signalisation contrôlant l'organisation contractile de l'axe intégrine-
actine des cellules HIEC en dehors des effets fibronectine-dépendants de cette inhibition sur ces 
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mêmes voies. D’ailleurs, en ce sens, une étude chez les cellules épithéliales mammaires 
MCF10A a récemment confirmé que — contrairement à ce qui avait été avancé au préalable — 
les interactions entre la protéine Rsu1 et PINCH-1 dans le complexe PIP ne seraient pas 
impliquées dans la régulation du rôle connue de Rsu1 dans la stimulation de p38 et de Rac1 lors 
de l’étalement et de la migration cellulaire (Gonzalez-Nieves et al., 2013).  
Finalement, en dépit du fait que selon les dernières indications l’ILK ne peut être 
phosphorylée par la PI3-K (Fukuda et al., 2009), plusieurs études chez les CEIs démontrent que 
l'activité de la PI3-K est cruciale pour le recrutement et les fonctions de l’ILK dans les FAs 
(Camacho-Leal et al., 2007; Delcommenne et al., 1998; Yuan et al., 2011). Camacho-Leal et 
coll. (2007) ont notamment suggérés à ce propos qu’une boucle de rétroactions positives entre 
l’agrégation des intégrines, la stimulation de la PI3-K et le recrutement de l’ILK aux intégrines 
serait importante pour permettre l’activation rapide et soutenue des intégrines (Camacho-Leal et 
al., 2007). Sous cet angle, les effets de l’inhibition pharmacologique de la PI3-K (par le 
LY294002) que nous avons observés chez les cellules HIEC suggèrent que la fibronectine 
stimule des fonctions de la PI3-K servant à induire le développement des fibres de stress 
ventrales parallèles à partir des fibres dorsales et des arcs transverses préexistants. Considérant 
de plus qu’il a déjà été démontré que les fonctions de la PI3-K contribuent — avec celles de Src 
— à induire l’initiation du processus de fibrillogénèse de la fibronectine chez le modèle 
cellulaire fibroblastique SYF (Wierzbicka-Patynowski and Schwarzbauer, 2002). Il serait très 
intéressant de vérifier si la PI3-K régule la distribution cellulaire de l’ILK et du complexe PIP 
afin de contrôler l’assemblage de la fibronectine soluble en matrice fibrillaire chez les CEIs 
indifférenciées en culture.  
 
4.6 L'influence principale de l’ILK sur les fonctions des CEIs en culture dépend de son rôle 
pour la fibrillogénèse de la fibronectine 
 
L’importance des interactions cellulaires avec la fibronectine dans la régulation des principaux 
processus et fonctions cellulaires (p. ex. prolifération, adhésion/étalement, migration) est connue 
depuis longtemps (Danen and Yamada, 2001; Hocking et al., 2000; Sottile and Hocking, 2002; 
Sottile et al., 2000; Sottile et al., 1998). Puis, les effets mécanodépendants (p. ex. stimulation de 
la voie RhoA/ROCK, assemblage des fibres de stress, étalement complet) qui sont associés à 
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l’adhésion des cellules sur une MEC suffisamment rigide sont maintenant connus pour induire la 
translocation nucléaire du facteur de transcription megakarioblastic leukemia 1 (MKL1) et des 
deux coactivateurs homologues de la transcription Yes-associated protein (YAP) et 
transcriptional coactivator with PDZ-binding motif (TAZ). Ces protéines contrôlent ensuite la 
transcription de nombreux gènes (p. ex. CTGF/CCN2, fibronectine, actine) impliqués dans la 
réponse des fonctions cellulaires face à la rigidité de la MEC (Hao et al., 2014; Janmey et al., 
2013). Pour notre part, nous avons montré que malgré l’inhibition de l’expression de l’ILK, 
l’étalement, la migration et la prolifération des CEIs en culture sont secourues lorsque les CEIs 
traitées avec le siILK adhèrent à un substrat de fibronectine exogène permettant le rétablissement 
du processus de fibrillogénèse. Sous cet angle, l'impact négatif de l’inhibition de l’expression de 
l’ILK sur ces mêmes fonctions concorde avec les effets plausibles de l’altération des propriétés 
mécaniques de la MEC et des interactions des cellules avec la fibronectine. À la lumière de ces 
informations et de celles dont nous avons précédemment discuté, nous proposons que l’inhibition 
de l’expression de l’ILK affecte l’étalement, la migration et la prolifération des CEIs en culture 
essentiellement par ses effets sur les processus et mécanismes contrôlés par la fibronectine et la 
rigidité de la MEC. Par conséquent, nous proposons également que le rôle de l’axe fibronectine-
intégrine/PIP-actine dans le processus d’assemblage de la fibronectine endogène soluble en 
matrice fibrillaire représente la principale contribution de l’ILK dans la régulation des fonctions 
des CEIs.  
Par exemple, tel que nous en avons discuté dans la section précédente (4.5), la phase 
anisotropique du processus d’adhésion/étalement dépend des mécanismes RhoA-dépendants qui 
sont stimulés par l’adhésion sur la fibronectine (Danen et al., 2002; Dubin-Thaler et al., 2004; 
Scott et al., 2015; Zemel et al., 2010). Ainsi, cela expliquerait pourquoi les cellules HIEC siILK 
sur une surface N.R. — qui présentent une baisse substantielle des niveaux de RhoA 
membranaire actifs — conservent une aire d’étalement incomplète et arrondie qui est 
caractéristique de la phase isotropique du processus d’étalement. Puis, nous avons dénoté que le 
ralentissement de la migration des cellules HIEC siILK sur une surface N.R. est associé avec 
l’adoption d’un mode de migration de type protrusif. Ce mode est typiquement Rac1-dépendant 
et exécuté sur un substrat soutenant peu l'adhésion cellulaire par les intégrines (Friedl and Wolf, 
2010). Dans ce cas, des essais basés sur le pull-down de la forme active liée au GTP des Rho 
GTPases (Knaus et al., 2007) nous permettrait vraisemblablement de vérifier si le changement du 
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mode de migration des cellules HIEC siILK dépend de l’inhibition de RhoA et de l’activation 
Rac1. Néanmoins, le rôle de l’axe fibronectine-intégrine/PIP-actine pour l’assemblage de la 
fibronectine fibrillaire est plausiblement nécessaire afin que les qualités biomécaniques de la 
MEC (rigidité vs élasticité) et/ou la stabilité des interactions adhésives cellule-MEC puissent 
soutenir l’activation normale de RhoA et leur mode habituel de migration de type contractile 
(Friedl and Wolf, 2010). Puisque la stabilité des interactions cellules-MEC est habituellement 
proportionnelle à la densité des complexes intégrine α5β1-fibronectine stables formés (Friedland 
et al., 2009; Roca-Cusachs et al., 2009). Cela soutient donc notre hypothèse selon laquelle 
l’expression de l’ILK serait importante pour l’intégrité des interactions de ce complexe intégrine-
ligand.  
La rétablissement de l’indice prolifératif des cellules HIEC siILK et Caco-2/15 siILK sur la 
fibronectine exogène est également compatible avec les effets de la fibronectine sur la 
prolifération (Danen and Yamada, 2001; Sottile et al., 1998). De plus, la littérature démontre que 
la rigidité de la MEC et ses effets cellulaires procontractiles (p. ex. stimulation de la voie 
RhoA/ROCK) peuvent stimuler la progression du cycle cellulaire par différents mécanismes 
permettant l’élévation des niveaux de la cycline D1 et une baisse de ceux de la protéine p27KIP1 
(Croft and Olson, 2006; Heng and Koh, 2010; Janmey et al., 2013; New and Wong, 2007; 
Roovers and Assoian, 2006). Ainsi, la réduction substantielle de l’activité de la voie 
RhoA/ROCK chez les cellules HIEC siILK cultivées sur une surface N.R. est compatible avec la 
diminution de la cycline D1 et la hausse des niveaux de p27 qui sont associées à la baisse de 
l’indice prolifératif de ces cellules.   
Bien que le substrat de fibronectine exogène ait permis de rétablir l’indice prolifératif des 
cellules HIEC siILK au niveau des cellules HIEC siCNS sur une surface N.R., cet indice est 
demeuré statistiquement inférieur à celui des cellules HIEC siCNS sur la fibronectine exogène. 
Une explication possible dans ce cas est que l’organisation légèrement différente de la MEC de 
fibronectine assemblée par les cellules HIEC siILK sur la fibronectine nuise aux effets 
prolifératifs des facteurs de croissance associés avec la MEC (Zhu and Clark, 2014). Cependant, 
contrairement à ce que nous avons observé chez les cellules HIEC, l’adhésion sur la fibronectine 
exogène n'a pas stimulé davantage la prolifération des cellules Caco-2/15 siCNS, mais a permis 
de rétablir complètement l’indice prolifératif des cellules Caco-2/15 siILK. Or, à l’opposé du 
profil d’expression génomique du modèle normale de CEI proliférative HIEC qui se compare à 
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celui des CEIs prolifératives de la crypte, celui des cellules Caco-2/15 prolifératives présente des 
caractéristiques qui sont habituellement associées au CRC (Tremblay et al., 2006). Qui plus est, 
il est bien établi que les cellules Caco-2 possèdent des mutations au niveau de protéines 
impliquées dans la régulation du cycle cellulaire (p. ex. APC, β-caténine et p53) (Ahmed et al., 
2013; Djelloul et al., 1997; Ilyas et al., 1997). Ainsi, les variations des effets du substrat de 
fibronectine exogène sur la prolifération des cellules HIEC et Caco-2/15 dans les conditions 
contrôles et d’inhibition de l’expression de l’ILK résultent vraisemblablement des différences 
entre les modes « normal » et « cancéreux » respectifs de régulation du cycle cellulaire de ces 
deux modèles de CEI. 
Dans le même ordre d’idée, puisque l’indice prolifératif des cellules HIEC siILK n’est pas 
complètement secouru par le substrat de fibronectine exogène, cela suggère que des fonctions de 
l’ILK indépendantes du rôle du complexe PIP dans la fibrillogénèse de la fibronectine pourraient 
également contribuer à la progression du cycle cellulaire des CEIs normales. Dans ce cas, il est 
entre autres possible que l’expression de l’ILK et du complexe PIP puisse favoriser la 
prolifération des CEIs normales en permettant aux interactions entre les intégrines et les 
récepteurs de facteurs de croissance (p. ex. α5β1/EGFR) d’activer optimalement les voies de 
signalisation responsables de stimuler la progression du cycle cellulaire (p. ex. Ras/MEK/ERK) 
(Kuwada and Li, 2000; Lee and Juliano, 2002). En effet, il a été suggéré que la liaison de 
PINCH-1 avec la protéine adaptatrice NCK-2 permet au complexe PIP de former un lien 
fonctionnel entre les intégrines et les récepteurs de facteurs de croissance (Legate et al., 2006; 
Vaynberg et al., 2005; Velyvis et al., 2003). Puis, le complexe PIP a été identifié chez une 
variété de types cellulaires pour contribuer à la signalisation promitotique médiée par ce type de 
récepteur (Eke et al., 2006; Esfandiarei et al., 2010; Fuchs et al., 2008; Liu et al., 2008; Rosano 
et al., 2006; Xie et al., 2013). Autrement, ces fonctions pourraient être indépendantes de 
l’hétérotrimère PIP et impliquer les sous-populations nucléaires et centrosomiques de l’ILK qui 
ont respectivement été identifiées pour stimuler la synthèse de l’ADN (phase S du cycle 
cellulaire) (Nakrieko et al., 2008a) et pour contribuer à la formation du fuseau mitotique (phase 
G2/M) (Fielding et al., 2011). De façon intéressante, ces fonctions moins connues de l’ILK 
participent à des phases différentes du cycle cellulaire que celle de la fibronectine dans la 
progression de la phase G1 (Danen and Yamada, 2001). Des analyses comparatives en 
cytométrie laser de la répartition des cellules HIEC siCNS et HIEC siILK entre les phases G1, S 
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et G2/M du cycle cellulaire en fonction du substrat d’adhésion (N.R. vs FN) permettraient donc 
en principe de vérifier rapidement si ces deux sous-populations hors PIP de l’ILK contribuent 
potentiellement à la progression du cycle cellulaire des cellules HIEC.  
Par ailleurs, l’ILK a précédemment été décrite chez les CEIs et chez d’autres types 
cellulaires pour stimuler la translocation nucléaire de la β-caténine et pour contribuer à 
l’activation de la voie Wnt de différentes façons (Dobreva et al., 2008; Hannigan et al., 2005; 
Oloumi et al., 2010; Oloumi et al., 2004; Oloumi et al., 2006). Par exemple, un complexe formé 
entre l’ILK et la protéine dishevelled (Dvl) est rapporté pour induire la voie Wnt chez des 
cellules de muscles lisses (Perez et al., 2011; Torres and Nelson, 2000). Néanmoins, les résultats 
obtenus lors de nos essais luciférases TOPflash/FOPflash indiquent que cette voie est 
naturellement très peu active chez les cellules HIEC natives, ce qui a d'ailleurs ultérieurement été 
confirmé par les travaux de Guezguez et coll. effectués dans le laboratoire du Pr Beaulieu 
(Guezguez et al., 2014). Nos résultats révèlent également que l’inhibition de l’expression de 
l’ILK stimule l’activité transcriptionnelle du complexe β-caténine/TCF lorsque les cellules HIEC 
expriment la β-caténine de façon exogène. Cet effet répressif de l’ILK a également été observé 
chez des cellules HIEC exprimant la forme mutée βcaténine-mutS37A qui est résistante à la 
phosphorylation de la kinase GSK-3 dirigeant la β-caténine vers les voies du protéasome (Morin 
et al., 1997; Young et al., 1998). Du coup, cela suggère que les mécanismes impliquant l’ILK 
comme inhibiteur de l'activité transcriptionnelle de la β-caténine chez les cellules HIEC 
s’exercent indépendamment des effets du système ubiquitine-protéasome sur la dégradation de 
cette protéine. À la lumière de ces résultats, il semble donc improbable que l’expression de l’ILK 
stimule le cycle cellulaire des CEIs normales et indifférenciées en culture par l’entremise de 
l’activation de la voie Wnt et de l’activité transcriptionnelle de la β-caténine. L’existence de 
telles fonctions inhibitrices de l’ILK dans un contexte épithélial normal s'accorde d'ailleurs avec 
les travaux de Judah et coll. (2012) montrant que la réexpression de l’ILK inhibe la transcription 
des gènes ciblés par la voie Wnt chez les kératinocytes murins normaux en culture (Judah et al., 
2012). Une hypothèse à considérer pour expliquer cet effet particulier de l'expression de l’ILK 
chez les cellules HIEC est que l’ILK et la β-caténine soient impliquées au sein d’un complexe 
protéique commun permettant de séquestrer la β-caténine hors du noyau. En effet, de façon 
intrigante nous avons pu détecter l’ILK par immunobuvardage dans un immunoprécipité de la β-
caténine lors d’une expérience préliminaire (données non présentées). Selon cette dernière 
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hypothèse, il serait intéressant de vérifier l’implication potentielle de la protéine d’échafaudage 
IQGAP1 puisque cette protéine est considérée comme centrale dans le contrôle de la 
compartimentalisation fonctionnelle de la β-caténine et qu’elle peut s’associer avec l’ILK dans le 
contexte de l’axe intégrine-microtubule (Akhtar and Streuli, 2013; Noritake et al., 2005; 
Wickstrom et al., 2010a).  
Mentionnons en terminant que les effets réhabilitants de l’adhésion sur la fibronectine 
exogène sur les altérations causées par l’inhibition de l’expression de l’ILK chez les CEIs en 
culture constituent plutôt l’exception que la règle. En effet, la littérature fournit de nombreux 
exemples démontrant que chez d’autres types de modèle cellulaire l’adhésion sur la fibronectine 
exogène n’est pas suffisante afin de secourir les fonctions putatives de l’ILK (Stanchi et al., 
2009; Vouret-Craviari et al., 2004). Évidemment, le répertoire spécifique des intégrines et des 
corécecepteurs (p. ex. syndécan, uPar) de la fibronectine ou encore des autres constituants de la 
MEC (p. ex. collagènes, laminines) qui est exprimé par les CEIs pourrait contribuer à expliquer 
cette situation (Singh et al., 2010; Xu et al., 2009). Toutefois, nos résultats chez les CEIs en 
culture indiquent clairement que comparativement aux autres types cellulaires, c’est le 
rétablissement de l’assemblage de la matrice de fibronectine fibrillaire insoluble permit par 
l’adhésion sur la fibronectine exogène qui est l’élément déterminant à considérer afin d’expliquer 
les effets réhabilitants de ce substrat d'adhésion de remplacement en condition d’inhibition 
d’expression de l’ILK.   
 
4.7 L’axe fibronectine-intégrine/PIP-actine permet aux CEIs d’assembler et déposer la matrice 
de fibronectine fibrillaire dans la lame basale de la muqueuse intestinale 
 
Les caractéristiques de la distribution de l’ILK, PINCH-1 et des parvines à la base de la 
membrane basolatérale des CEIs de l’épithélium intestinal humain (fœtale et adulte) sont en 
ligne avec nos résultats chez les modèles de CEI humaine. Cela tend donc à démontrer que le 
complexe PIP colocalise avec les intégrines dans les sites d’adhésion des CEIs à la lame basale 
de la muqueuse intestinale. Plus précisément, nos observations en immunofluorescence dans 
l’intestin adulte indiquent que l’expression de l’ILK, PINCH-1, et des parvines à la base du 
domaine membranaire basolatéral est prédominante chez les CEIs de la portion inférieure des 
cryptes, puis qu’elle régresse jusqu’à ce qu’elle devienne indétectable chez les CEIs post-
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mitotiques et différenciées des villosités. Or, il existe une corrélation spatio-temporelle directe 
entre la distribution du complexe PIP, celle des récepteurs intégrines de la fibronectine à la base 
des CEIs de l’axe crypte-villosité et celle de la fibronectine dans la lame basale sous-jacente. 
Ainsi, tel que nous l’avons décrit pour les membres du complexe PIP, l’intégrine α5β1 et 
l’intégrine α8β1 sont principalement détectées selon un marquage irrégulier et ponctué à la base 
des CEIs du compartiment cryptal (Benoit et al., 2009; Lussier et al., 2000). Puis, la fibronectine 
est principalement détectée au niveau de la MEC (dont la lame basale) des cryptes intestinales 
(Beaulieu, 1992; Gagne et al., 2010; Laurie et al., 1982; Simon-Assmann et al., 1986). À cet 
égard, il est intéressant de souligner que le processus de répression (vers le tiers inférieur des 
villosités) de la distribution basale des membres du complexe PIP que nous avons dénoté chez 
les CEIs villositaires humaines lors du développement (de l’intestin fœtal à l’intestin adulte), se 
compare au processus de répression de la distribution de la fibronectine dans la MEC et la lame 
basale de l’axe crypte-villosité pendant la maturation de la muqueuse intestinale murine (Simon-
Assmann et al., 1986). Prises ensemble, ces informations suggèrent que l’expression du 
complexe PIP chez les CEIs in vivo permet à ces cellules d’assembler et de déposer la 
fibronectine au niveau de la lame basale des cryptes. La MEC étant un matériel biologique 
dynamique constamment soumis à des processus de dégradation, de reconstruction et de 
réorganisation, une telle capacité des CEIs cryptales à assembler une matrice de fibronectine 
fibrillaire de novo est à l’évidence importante afin que ces cellules puissent moduler leurs 
interactions avec la lame basale intestinale au cours de leur progression dans les cryptes. Il est 
toutefois important de préciser que les myofibroblastes péricryptaux de la lamina propria 
participent également à l’expression et à l’assemblage de nombreux constituants de la lame 
basale, dont la fibronectine (Beaulieu, 1997; Mifflin et al., 2011). 
 Il est intéressant de faire un rapprochement entre ce rôle que nous suggérons pour l’ILK 
dans l’épithélium intestinal normal et ce que la littérature rapporte concernant les effets de la 
dérégulation de l’expression et/ou des fonctions de cette protéine chez les CEIs in vivo et ex vivo. 
D’abord, il est rapporté que l’expression d’une forme sauvage exogène de l’ILK chez des lignées 
clonales des cellules IEC-18 stimule la prolifération, le processus de transition épithélium-
mésenchyme (EMT) et augmente le potentiel tumorigénique de ces cellules in vivo 
(Delcommenne et al., 1998; Novak et al., 1998; Radeva et al., 1997; Tan et al., 2001; Wu et al., 
1998). Or, d’une part l’augmentation de la déposition de la fibronectine cellulaire est un 
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marqueur connu du processus EMT (White et al., 2007; Zeisberg and Neilson, 2009). D’autre 
part, tel que nos résultats l’indiquent, l’adhésion des CEIs à une MEC formée de fibronectine 
stimule la prolifération de ce type cellulaire. Par ailleurs, une expression anormalement élevée de 
l’intégrine α5β1 chez les CEIs cancéreuses stimule l’adhésion sur la fibronectine et le potentiel 
invasif de ces cellules, ce qui contribue à faire progresser la carcinogenèse du CRC (Gong et al., 
1997). Corollairement, des niveaux d’expressions anormalement élevés de l’ILK au niveau de 
l’épithélium intestinal humain ont également été associés avec la progression de la carcinogenèse 
du CRC (Bravou et al., 2003; Guebel et al., 2012; Marotta et al., 2003). Remarquablement, Assi 
et coll. (2008, 2011) ont démontré à l’inverse que le knock-out conditionnel (mais incomplet) de 
l’expression de l’ILK dans l’épithélium intestinal de souris protège partiellement la muqueuse 
intestinale de ces dernières contre la formation de lésions fibreuses et la transformation 
néoplasique de l’épithélium (Assi et al., 2008; Assi et al., 2011). Ces auteurs suggèrent que les 
effets protecteurs de l’inhibition de l’expression de l’ILK seraient médiés au moins en partie par 
la réduction de l’expression et de la déposition de la fibronectine par les CEIs dans ces 
conditions. Ainsi, de façon générale les effets pro- et anti-tumorigéniques des variations de 
l’expression de l’ILK chez les CEIs in vivo et/ou ex vivo semblent directement associées avec 
l’impact de ces variations sur l’activité de l’axe fibronectine-intégrine/PIP-actine. Donc, avec 
l’influence de cet axe sur le comportement des CEIs. Par conséquent, ces informations 
soutiennent clairement que les fonctions de l’axe fibronectine-intégrine/PIP-actine soient 
également impliquées dans le contrôle des processus et des prises de décision cellulaire chez les 
CEIs normales de la muqueuse intestinale saine.  
 
4.8 L’axe fibronectine-intégrine/PIP-actine peut participer par différents mécanismes au 
contrôle du comportement des CEIs in vivo 
 
Il est de plus en plus reconnu que les propriétés biomécaniques de l’environnement cellulaire — 
et plus particulièrement les caractéristiques d’élasticités et de rigidités de la MEC qui dépendent 
en bonne partie du réseau de fibronectine fibrillaire — participent à de multiples niveaux dans la 
mise en place et le maintien de l’homéostasie des épithéliums et des tissus en générales (Kim et 
al., 2010a; Mammoto and Ingber, 2010). Par exemple, la rigidité de la MEC régule positivement 
la sensibilité des récepteurs de facteurs de croissance impliqués dans la stimulation du cycle 
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cellulaire chez les cellules épithéliales (Kim and Asthagiri, 2011). Puis, tel que nos expériences 
le suggère, il est rapporté que le développement de la tension isométrique le long de l'axe MEC-
intégrine-actine est essentiel afin d’induire de façon optimale les voies de mécanotransductions 
stimulant la prolifération et la migration des CEIs en culture (Gayer and Basson, 2009). En ce 
sens, la contribution de l’axe fibronectine-intégrine/PIP-actine pour les propriétés biomécaniques 
et biochimiques spécifiques de la lame basale et de l’environnement cellulaire des cryptes 
(Buske et al., 2012) est selon toute vraisemblance cruciale afin de réguler correctement les 
comportements cellulaires tels que la migration et la prolifération chez les CEIs progressant le 
long des cryptes intestinales. À l’opposé, la diminution à proximité de l’interface crypte/villosité 
de la distribution basale du complexe PIP chez les CEIs et de la fibronectine dans la lame basale 
sous-jacente est plausiblement associée avec la répression de la prolifération chez les CEIs qui 
achèvent leur processus de différenciation terminale.  
Dans le cas particulier de la migration, il est important de considérer que le contexte à 
l’intérieure de la monocouche formant le feuillet épithélial de la muqueuse intestinale est très 
différent de celui de nos essais de migration. Plus précisément, la surface restreinte d’adhésion à 
la lame basale des CEIs prismatiques de la monocouche indique qu’elles ont des possibilités 
limitées d'effectuer le même type de migration active que celle présentée par les cellules HIEC 
(Heath, 1996; Petrie et al., 2009). Les données obtenues lors des essais de migration et 
d’étalement/migration des cellules HIEC suggèrent néanmoins que l’axe fibronectine- 
intégrine/PIP-actine contribue à promouvoir l’étalement et la migration lors du processus de 
restitution des CEIs en marge des blessures de l’épithélium intestinal. En ce sens, le 
ralentissement relativement modeste de la restitution des monocouches blessées de cellules 
Caco-2/15 siILK est compatible avec les effets modérés de la fibronectine dans le processus de 
restitution des cellules Caco-2/15 natives (Seltana et al., 2010). De plus, nous avons démontré 
que ce ralentissement est secouru en présence de fibronectine exogène (Gagne et al., 2010). Ces 
résultats chez les cellules Caco-2/15 ont d’ailleurs été corroborés par les résultats comparables 
d’une étude ultérieure de Yuan et coll. (2011) chez les cellules Caco-2 (Yuan et al., 2011). Ainsi, 
considérant que le processus EMT des CEIs stimule l’expression de l’ILK (Gil et al., 2011; 
Somasiri et al., 2001; Tan et al., 2001), il est raisonnable d’assumer que lors des étapes précoces 
de la restitution des CEIs villositaires, le processus de type EMT de dédifférenciation et de 
dépolarisation de ces cellules (Basson, 2001; Mammen and Matthews, 2003) provoque 
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vraisemblablement la réexpression du complexe PIP. Un tel mécanisme pourrait permettre aux 
CEIs villositaires de déposer rapidement la fibronectine sur la frange interne des blessures, et ce, 
afin d’optimiser l’étalement et la migration collective de ces cellules lors du processus de 
restitution.  
Parallèlement, nos résultats chez les cellules Caco-2/15 indiquent que l’expression 
génétique des membres du complexe PIP est maintenue même aux stades les plus avancés de la 
différenciation entérocytaire et que le niveau de ces protéines est principalement régulé de façon 
post-traductionnel. Ainsi, la capacité des CEIs villositaires à réguler promptement les niveaux 
cellulaires des membres du complexe PIP par un processus post-traductionnel pourrait constituer 
un mécanisme adaptatif important dans le contexte très abrasif de la muqueuse intestinale où les 
blessures à la monocouche épithéliale sont normales et fréquentes. En effet, un tel mécanisme 
permettrait assurément de maximiser la dynamique de cloisonnement de la barrière épithéliale 
face au contenu luminal de l’intestin qui est riche en micro-organismes. Par comparaison, 
l'expression génétique de l’ILK et de PINCH cesse très rapidement chez les kératinocytes de la 
couche suprabasale de l'épiderme qui exécutent leur processus de différenciation terminale 
(Lorenz et al., 2007; Nakrieko et al., 2008b; Xie et al., 1998). Or, la charge de chacun des 
kératinocytes de l'épiderme (épithélium stratifié) est beaucoup moins importante que celle des 
CEIs de la muqueuse intestinale (épithélium simple) en ce qui a trait au maintien de l’intégrité de 
la barrière épithéliale (Turner, 2006).  
Nonobstant le fait que le processus de restitution épithéliale en lui-même ne requiert pas la 
prolifération des CEIs, plusieurs évidences provenant de l’étude in situ et in silico de la 
dynamique de l’épithélium intestinal, proposent que la pression mitotique induite par la division 
rapide des CEIs progénitrices de la demi-inférieure des cryptes constitue le principal moteur de 
la migration des CEIs à l’intérieur du feuillet épithélial de l’axe crypte-villosité (Heath, 1996; 
Meineke et al., 2001; Tsubouchi, 1983; Wong et al., 2010). À cet égard, puisque nous 
démontrons que le rôle de l’axe fibronectine-intégrine/PIP-actine pour l’assemblage de la 
fibronectine soluble permet de stimuler la prolifération des CEIs, cet axe participe selon toute 
vraisemblance à induire la pression mitotique impliquée dans la progression des CEIs de la base 
des cryptes vers l’extrémité des villosités.  
Tel que nous l’avons mentionnée précédemment, nos expériences indiquent que les 
fonctions de l’axe fibronectine-intégrine/PIP-actine permettent de renforcer les propriétés 
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mécaniques de l’interface cellule/MEC des CEIs en culture. L’axe fibronectine-intégrine/PIP-
actine serait donc déterminant dans la régulation de l’adhésivité des CEIs de l’axe crypte-
villosité à la lame basale sous-jacentes. Conformément à cette interprétation de nos résultats, 
Kim et coll. (2009, 2010) rapportent que la bactérie pathogène de l’intestin Shigella flexneri 
détourne les fonctions de l’ILK dans le but d’empêcher le détachement et l’élimination normale 
des CEIs infectées du feuillet épithélial. La protéine OspE exprimée par cette bactérie s’associe 
dans ce cas avec l’ILK afin de renforcer l’adhésivité intégrine-dépendante des CEIs à lame 
basale de l’axe crypte-villosité (Kim et al., 2009; Kim et al., 2010b). Or, certains modèles de 
migration des CEIs in vivo couplant la pression mitotique au principe de l’adhésion différentielle 
suggèrent que les variations de l’adhésivité des différents types de CEIs de l’axe crypte-villosité 
à la lame basale en fonction de leur état de différenciation soient un facteur primordial dans la 
coordination de la direction et de la vitesse de migration de ces cellules le long de cet axe (De 
Matteis et al., 2013; Ryan et al., 2001; Wong et al., 2010). Ainsi, les effets de la régulation de 
l’expression du complexe PIP sur l’adhésivité des CEIs de l’axe crypte-villosité pourraient 
moduler leur vitesse de migration face aux effets de la pression mitotique. Plus précisément, 
l’expression prédominante du complexe PIP chez les CEIs prolifératives et les quantités plus 
importantes de fibronectines dans la lame basale de la portion inférieure des cryptes pourrait — 
selon le principe de l’adhésion différentielle — limiter la progression des CEIs prolifératives 
vers les villosités. Dans un tel contexte, le gradient d’expression négatif du complexe PIP de la 
base des cryptes vers les villosités contriburait au maintien de la bipartition physique entre le 
compartiment cryptal des CEIs prolifératives et le compartiment villositaire des CEIs post-
mitotiques différenciées (Wong et al., 2010). Ce même gradient pourrait également servir à 
diriger et/ou maintenir les cellules de Paneth et les cellules souches au niveau de la base des 
cryptes (Wong et al., 2010). Dans cette optique, il est intéressant de souligner que les travaux 
d’Assi et coll. (2008) rapportent que des souris dont l’épithélium intestinal a subi un knock-out 
conditionnel de l’ILK présentent une réduction marquée de la hauteur des cryptes, et ce, même si 
le nombre total de CEIs dans l’axe crypte-villosité demeure constant (Assi et al., 2008). Or, cette 
réduction de l’étendue du compartiment cryptal est associée en parallèle avec une baisse 
substantielle de la fibronectine dans la MEC des lésions tumorigéniques induites par des agents 
carcinogènes. Par conséquent, selon notre hypothèse du rôle du complexe PIP dans l’adhésion 
différentielle des CEIs in vivo, il est tentant de spéculer que la diminution physique des cryptes 
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des souris knock-out pour l’ILK résulterait des effets de la baisse de la fibronectine dans la lame 
basale sur la migration des CEIs cryptales. Signalons en terminant qu’un rôle analogue de l’ILK 
est rapporté dans le contexte différent de l’épiderme murin. Dans ce cas, l’expression de l’ILK 
est importante afin d’empêcher le détachement des kératinocytes indifférenciés de la lame basale 
et leur localisation aberrante au niveau de la couche suprabasale (Lorenz et al., 2007).  
Nous avons détecté les membres du complexe PIP au niveau de la membrane latérale des 
CEIs progénitrices des cryptes. Ainsi, à l’image de ce qui est rapporté chez les cultures primaires 
de kératinocytes, l’ILK et/ou le complexe PIP pourraient contribuer à la dynamique du 
recrutement initial des constituants des jonctions cellule-cellule — telles que la E-cadhérine et la 
β-caténine — chez les CEIs de la portion inférieure des cryptes. Évidemment, nos observations 
ne permettent pas de confirmer l’existence d’un tel rôle de l’ILK chez les CEIs. Toutefois, la 
population membranaire latérale des membres du complexe PIP dans les cryptes pourrait être 
impliquée dans le même type de fonctions et de mécanismes que ceux suggérés plus tôt 
concernant la détection de l’ILK à l’interface membranaire latérale des cellules Caco-2/15 (voir 
la section 4.2). Il serait également intéressant de vérifier lors de travaux ultérieurs si cette 
distribution particulière de l’ILK et de ses partenaires de l’hétérotrimère implique les interactions 
entre l’ILK et la protéine adaptatrice IQGAP1, puisque : 1) la présence de cette dernière dans les 
sites d’adhésion intercellulaire est cruciale pour le recrutement de la β-caténine et de la E-
cadherine au niveau de ces sites (Abel et al., 2015; Noritake et al., 2005), 2) les interactions entre 
l’ILK et IQGAP1 dans le contexte de l’axe intégrine-microtubule sont importantes pour la 
polarisation basale-apicale et le transport (trafficking) des protéines membranaires chez d’autres 
types de cellules épithéliales (Akhtar and Streuli, 2013; Wickstrom et al., 2010a) et 3) la 
formation d’un complexe entre l’ILK et IQGAP1 chez les CEIs a précédemment été démontré 
dans le modèle cellulaire du CRC SW480 (Tang et al., 2011). Toutefois, sachant d’après nos 
résultats que l’expression du complexe PIP est inhibée chez les CEIs différenciées et que 
l’expression des marqueurs de différenciation entérocytaire demeure inchangée chez les cellules 
Caco-2/15 siILK. Cela suggère qu’à l’image de ce qui est rapporté chez les kératinocytes 
(Widmaier et al., 2012), ces fonctions possibles de l’ILK ne seraient ultimement pas nécessaires 
pour le processus de différenciation des CEIs in vivo.  
À l’inverse, différentes indications provenant de la littérature et de nos résultats convergent 
pour suggérer que l’inhibition de l’expression du complexe PIP lors de la différenciation des 
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CEIs serait essentielle pour l’intégrité des caractères polarisés matures des CEIs différenciées. 
En effet, il est bien documenté que les effets mécanodépendants de l’adhésion des cellules 
épithéliales sur un substrat relativement rigide interfèrent avec l’élaboration et la contraction des 
faisceaux d’actine sous-apicaux de type terminal web servant à la formation des jonctions 
adhérentes (Drenckhahn and Dermietzel, 1988; Kim et al., 2010b). De plus, les effets stimulants 
de la fibronectine sur l’activité de RhoA sont rapportés pour antagoniser les fonctions de Rac1 et 
Cdc42 dans l'établissement des sites d'adhésion intercellulaire (Arthur et al., 2002). Enfin, il est 
typiquement considéré que contrairement à la laminine, la fibronectine est un substrat d’adhésion 
médiocre pour le maintien et l’intégrité du phénotype polarisé et différencié des CEIs (Hahn, 
1988; Schreider et al., 2002; Wang et al., 2010). Ainsi, puisque nous montrons que les fonctions 
de l’axe fibronectine-intégrine/PIP-actine augmentent l'adhésivité cellule-MEC des CEIs via 
l’assemblage de la fibronectine soluble en matrice fibrillaire. L’inhibition de l’expression du 
complexe PIP chez les CEIs progressant près de l'interface crypte-villosité est plausiblement 
déterminante pour l’intégrité du processus de différenciation terminale et des structures 
polarisées spécialisées chez les CEIs qui intègrent les villosités. Cette interprétation s’accorde 
d’ailleurs avec les effets opposés que nous avons proposés concernant la réexpression du 
complexe PIP lors de la dépolarisation/dédifférenciation de type EMT des CEIs impliquées dans 
le processus de restitution épithéliale des villosités intestinales.  
Mentionnons pour terminer cette discussion que nos immunofluorescences de l’ILK, de 
PINCH-1 et des parvines confirment que ces protéines sont également exprimées chez les 
éléments cellulaires du mésenchyme de l’intestin fœtal et chez les myofibroblastes péricryptaux 
de l’intestin adulte. Or, une étude chez des fibroblastes murins en culture rapporte que les 
fonctions de l’ILK sont requises afin d’induire l’expression de la fibronectine en réponse au 
TGF-β1 (Vi et al., 2011), un processus qui est par ailleurs essentiel pour la transdifférenciation 
des cellules fibroblastiques du mésenchyme intestinal en myofibroblastes péricryptaux (Hinz, 
2006; Mifflin et al., 2011). L’apport de l’axe fibronectine-intégrine/PIP-actine serait donc 
déterminant dans la régulation du comportement et des fonctions cellulaires fondamentales chez 





Conclusion et perspectives 
De façon générale, mes recherches permettent une meilleure compréhension du rôle que joue 
l’ILK dans la régulation des interactions cellule-MEC, de même que des mécanismes contrôlant 
ces interactions chez les cellules épithéliales en conditions physiologiques normales. Mes 
recherches ont également permis de mettre en évidence que toutes études des fonctions de l’ILK 
devraient considérer les effets fibronectine-dépendants potentiels de l'ILK et du complexe PIP 
dans leurs hypothèses de travail de départ. 
Plus spécifiquement, mes travaux de doctorat apportent plusieurs éléments 
complémentaires permettant de démontrer que l’ILK — de par son implication pour l’axe 
fonctionnel fibronectine-intégrine/PIP-actine — accomplit un rôle crucial pour les fonctions des 
CEIs régulées par les interactions cellule-MEC par les intégrines. De cette façon, l’expression de 
l’ILK contribue à la régulation des caractéristiques structurales et fonctionnelles de l’axe MEC-
intégrine-actine des CEIs. En fait, bien que certaines de mes données suggèrent également 
l’existence de fonctions plus subtiles de l’ILK chez les CEIs, dans tous les cas elles supportent 
que le rôle de l’ILK pour l’axe fibronectine-intégrine/PIP-actine soit le rôle déterminant de cette 
protéine chez les CEIs in vivo et ex vivo. Nous avons en outre démontré que l’expression du 
complexe PIP permet aux CEIs prolifératives d’assembler une matrice de fibronectine fibrillaire 
à partir de la forme compacte et soluble de cette protéine. Ainsi, la stabilisation du complexe PIP 
au niveau des sites d’adhésion cellule-MEC des CEIs constitue selon toute vraisemblance l’un 
des pivots permettant de contrôler les propriétés biochimiques et biomécaniques de la MEC. En 
ce sens, l’expression basolatérale de l’ILK et du complexe PIP qui est prépondérante chez les 
CEIs de la crypte intestinale humaine est selon toute vraisemblance cruciale afin de réguler les 
propriétés de la lame basale contribuant au contrôle des différents processus et comportements 
des CEIs qui sont requis pour l’homéostasie de la muqueuse intestinale — tels que 
principalement la prolifération, l’étalement/migration et la restitution cellulaire (cryptale et 
villositaire).  
Sachant que : 1) l’expression anormalement élevée de la fibronectine, de l’intégrine α5β1 
et de RhoA ont été démontré pour contribuer à la progression de la carcinogenèse du cancer du 
côlon et d’autres types de cancer (Inufusa et al., 1995; Jeong et al., 2016; Pelillo et al., 2015), 2) 
les effets mécanodépendants de la rigidité de la MEC stimulent la prolifération et la migration 
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des cellules cancéreuses (Tilghman et al., 2010), et 3) l’assemblage aberrant de la fibronectine a 
déjà été associé avec la formation des lésions fibreuses dans différentes physiopathologies telles 
que les maladies inflammatoires (Bonniaud et al., 2004; To and Midwood, 2011). La relation 
directe exceptionnelle que nous avons découverte entre l'expression de l’ILK et le processus de 
déposition/assemblage de la fibronectine chez les CEIs démontre que l’inhibition spécifique de 
l’ILK et de l’axe fibronectine-intégrine/PIP-actine constitue une approche à considérer 
sérieusement dans la recherche portant sur le traitement des physiopathologies intestinales telles 
que les maladies inflammatoires et le cancer.  
La poursuite de ce projet devra en priorité permettre de déterminer la contribution 
l’intégrine α5β1 (et/ou des autres récepteurs intégrines de la fibronectine) dans le rétablissement 
du processus de fibrillogénèse de la fibronectine et les effets de la fibronectine fibrillaire chez les 
cellules HIEC (siILK) en condition d’inhibition de l’expression de l’ILK. Puis, elle devra 
permettre d'établir clairement les mécanismes impliquant le complexe PIP et les intégrines dans 
le processus de fibrillogénèse de la fibronectine chez les CEIs (p. ex. est-ce que le recrutement de 
la kindline-2 par le complexe PIP dans les sites d’adhésion des intégrines est impliqué dans la 
régulation des interactions entre l’intégrine α5β1 et la fibronectine préfibrillaire chez les cellules 
HIEC?).  
En résumé, mes recherches ont permis de caractériser l’expression et le rôle principal de 
l’ILK et du complexe PIP chez les CEIs in vivo et ex vivo. De plus, mes recherches ont permis 
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